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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
ArMV  Arabic mosaic virus 
ACLSV Virus klorotične pegavosti listov jablane (ang.: Apple chlorotic leafspot 
virus) 
CMLV  Virus lisavosti listov češnje (ang.: Cherry mottle leaf virus) 
DNK  Deoksiribonukleinska kislina 
ELISA  Encimsko imunski test (ang.: Enzyme linked immunosorbent assay) 
GCVd  Grapevine China viroid 
GFDD  Grapevine fanleaf degeneration disease 
GFkD  Grapevine fleck disease 
GFkV  Virus marmoriranosti vinske trte (ang.: Grapevine fleck virus) 
GFLV  Virus pahljačavosti listov vinske trte (ang.: Grapevine fanleaf virus) 
GINV  Virus nekroze notranjosti jagod vinske trte (ang.: Grapevine innernecrosis 
virus) 
GLRaV-1 Z zvijanje listov vinske trte povezani virus 1 (ang.: Grapevine leaffroll-
associated virus 1) 
GLRaV-3  Z zvijanje listov vinske trte povezani virus 3 (ang.: Grapevine leaffroll-
associated virus 3) 
GLRD  Grapevine leafroll disease 
GPGV  Virus vinske trte sivi pinot (ang.: Grapevine pinot gris virus) 
GYSVd-1 Grapevine yellow speckle viroid-1 
GYSVd-2 Grapevine yellow speckle viroid-2 
GYSVd-3 Grapevine yellow speckle viroid-3 
NCBI  National Center of Biotechnology Information 
NGS  (ang.: next generation sequencing) 
PCR  Verižna reakcija s polimerazo (ang.: Polymerase chain reaction) 
RNK  Ribonukleinska kislina 
RT-PCR (ang.: Reverse transcription polymerase chain reaction) 
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1 UVOD 
Žlahtna vinska trta (Vitis vinifera L.) je večletna rastlina, ki je vpeta v življenje ljudi že več 
tisočletij in jo v vinograd posadimo za več deset let. Nekateri zagovarjajo hipotezo, čim 
starejše so trte tem kakovostnejše je grozdje in posledično vino. Vinska trta je ves ta čas 
izpostavljena različnim okoljskim vplivom, raznim škodljivcem in boleznim. Seznam bolezni 
vinske trte je obsežen. Vse pogostejše je prenašanje rastlinskega materiala iz drugih okolij, kar 
ima za posledico tudi to, da v našo okolico prihajajo vedno novi škodljivci in bolezni (Vršič 
in Lešnik, 2010). 
Virusi so povzročitelji bolezni tako pri rastlina kot pri živalih. Najstarejši zapis virusne bolezni 
je iz leta 1576, delo Charlesa de l` Écluse, ki je opisal, kako se spreminja barva cvetov pri 
tulipanih; danes vemo, da je to virusna okužba, ki jo prenašajo listne uši. Okrog leta 1670 je 
bila v »Traité des tulipanes« prvič napisana misel, da tulipani spreminjajo barvo zaradi bolezni 
(Likar, 1960). Dimitrij Ivanovski (1856-1913) je leta 1892 dokazal obstoj virusov. Sok rastlin 
tobaka, ki so kazale znake okužbe, je precedil skozi pološčen porcelan, ki ne prepušča bakterij 
in s sokom okužil zdrave rastline. Na zdravih rastlinah so se pojavili isti znaki okužbe (Likar, 
1960). Rastlinski virusi so eden izmed glavnih povzročiteljev ekonomske škode v kmetijstvu, 
saj naj bi letno povzročili do 50 milijard evrov škode (Pallas in sod., 2018). 
GPGV (Grapevine Pinot Gris virus) je virus, ki povzroča kržljavost vinske trte. Odkrit je bil 
leta 2012 v Italiji, čeprav so bolezenski znaki, ki jih povzroča, opazili že leta 2003. V Sloveniji 
so o bolezenskih znakih poročali že v letu 2001, vendar jih niso znali pripisati nobenemu 
patogenu. Po identifikaciji in karakterizaciji virusa iz italijanskih vinogradov, so prisotnost le-
tega potrdili tudi v vseh vinorodnih deželah v Sloveniji, kjer največjo težavo predstavlja na 
Primorskem (Mavrič Pleško in sod., 2017).  
V šestdesetih letih prejšnjega stoletja so bili prepričani, da bolezen vretenatost krompirjevih 
gomoljev (Potato spindle tuber viroid) povzroča virus. Leta 1971 pa je po več letih 
raziskovalnega dela dr. Theodor Diener s sodelavci odkril, da bolezen vretenatosti gomoljev 
krompirja ne povzroča virus, ampak še enostavnejši patogen, ki so ga poimenovali viroid. 
Viroidi so zgolj krožne RNK molekule brez proteinskega plašča. Kljub zelo enostavni zgradbi, 
so viroidi sposobni okužiti marsikatere višje rastline, med katerimi je tudi vinska trta (Singh, 
2014). 
Viroid GYSVd-1 (Grapevine yellow speckle viroid 1) je bil leta 1987 odkrit v Avstraliji na 
sorti `Cabernet franc`. Viroid GYSVd-1 se ob višjih temperatura zraka hitreje podvaja in 
bolezenski znaki bolezni Yellow speckle, ki jo povzroča, se izražajo intenzivneje. Danes je 
GYSVd-1 prisoten v večini vinogradov širom sveta, ni pa edini, ki povzroča yellow speckle 
bolezen. GYVSd-2 prav tako povzroča bolezen na vinski trti, vendar je manj razširjen v 
svetovnem merilu. Poznamo še CGVd (Chinese grapevine viroid), čigar drugo ime je 
Grapevine yellow spacle viroid-3 (GYSVd-3) in ne povzroča bolezni vinske trte (Jiang in sod., 
2009).  
Slaba občutljivost seroloških metod za identifikacijo virusov je botrovala k temu, da se za 
določanje uporabljajo molekularne metode, ki temeljijo na določanju nukleinskih kislin virusa. 
Ena izmed teh metod je tudi RT-PCR, ki je učinkovito orodje pri določanju RNK rastlinskih 
virusov, ki so v rastlini prisotni v majhnih koncentracijah in so neenakomerno razporejeni po 
rastlinskem tkivu (Henson in French, 1993).  
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Vse do odkritja retro virusov, so bili znanstveniki prepričani, da genske informacije tečejo le 
v eni smeri, in sicer od DNK proti RNK. Pokazalo se je, da znajo nekateri virusi, retrovirusi, 
prekršiti »osrednjo dogmo« molekularne biologije, kakor je poimenovan pretok genskih 
informacij in prepisati svojo RNK v DNK molekulo. To omogoča encim reverzna 
tranksriptaza. Novonastala DNK molekula se nato vključi v genom gostiteljske celice. Ob 
vsakem podvajanju DNK, se ob delovanju DNK polimeraze replicira tudi virusno nukleotidno 
zaporedje. Neodvisno sta jo odkrila Howard Temin in David Baltimore, za kar sta leta 1970 
prejela Nobelovo nagrado za fiziologijo in medicino (Watson in Berry, 2007).  
1.1 NAMEN IN CILJI RAZISKAVE 
Cilji predloženega dela je identifikacija in karakterizacija virusa GPGV in viroida GYSVd-1 
na avtohtonih in udomačenih sortah žlahtne vinske trte. S specifičnimi začetnimi 
oligonukleotidi za virus GPGV in viroid GYSVd-1 bomo pri vzorcih sort `Cipro`, `Rebula`, 
`Malvazija`, `Poljšakica`, `Pokalca`, `Volovnik` in `Zeleni sauvignon` preverili prisotnost 
omenjenih patogenov. Pri identificiranih vzorcih bomo določili zaporedje viroida oziroma 
dela virusa na osnovi Sangerjevega sekevnciranja. Dobljena zaporedja bomo primerjali z že 
znanimi zaporedji iz baze podatkov (NCBI).  
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Pričakujemo, da bomo s specifičnimi začetnimi oligonukleotidi pri posameznih vzorcih 
potrdili prisotnost virusa GPGV in viroida GYSVd-1.  
Pričakujemo, da bo virus GPGV prisoten tako pri sortah, ki so kazale znake okužbe kot tudi 
pri tistih, kjer bolezenskih znakov ni bilo vidnih. Pri trsih, za katere je bilo s serološkim testom 
potrjeno, da niso okuženi z nobenim virusom, okužbe z virusom GPGV ne pričakujemo 
Predvidevamo, da se bodo dobljena virusna in viroidna zaporedja delno razlikovala od 
referenčnih zaporedij, ki so dostopna v nukleotidnih zbirkah podatkov. Sklepamo, da pod 
vplivom okoljskih razmer in različnih gostiteljev (različne sorte žlahtne vinske trte) prihaja do 
določenih mutacij.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 STANJE VINOGRADNIŠTVA IN VINARSTVA V SLOVENIJI 
V Register pridelovalcev grozdja in vina (RPGV) je vpisanih 15.500 ha vinogradov, pridelek 
se redno prijavlja iz 14.200 ha, iz zajema rabe kmetijskih zemljišč pa je razvidno, da imamo 
na ozemlju Republike Slovenije nekaj manj kot 18.550 ha vinogradov. V RPGV je vpisanih 
okoli 30.000 pridelovalcev grozdja in skoraj vsi so tudi pridelovalci vina, za stekleničenje je 
registriranih dobrih 2.300 pridelovalcev, od tega je 11 večjih (preko 500.000 litrov letno). V 
integrirano pridelavo je bilo v letu 2017 vključenih 818 ha, v ekološko pa v letu 2016 536 ha 
vinogradov (Simončič in sod., 2017).  
Zdrav sadilni in razmnoževalni material sta ključna pri preprečevanju širjenja virusov vinske 
trte (Vršič in Lešnik, 2010). Patogeni se na daljše razdalje prenašajo z razmnoževalnim 
materialom (Martelli, 2014), medtem, ko se iz rastline na rastlino patogeni prenašajo z 
nematodami, listnimi ušmi in kaparji (Maliogka in sod., 2015).  
Metoda za uradno potrjevanja materiala za vegetativno razmnoževanje trte podrobno določa 
naslednje postopke uradne potrditve posamezne vrste in kategorije materiala za vegetativno 
razmnoževanje trte (Metoda ..., 2009):  
- uradni pregled zemljišč in mnenje o ustreznosti zemljišča za bazne in certificirane 
matične nasade in trsnice; 
- uradna potrditev baznega in certificiranega matičnega nasada (matičnjak, matični 
vinograd); 
- uradna potrditev potaknjencev in ključev podlag za cepljenje ter cepičev vinskih sort 
za cepljenje; 
- uradna potrditev baznih in certificiranih sadik trte (trsne cepljenke, ukoreninjeni 
potaknjenci ali korenjaki). 
Postopek uradne potrditve razmnoževalnega materiala trte izvaja Kmetijski inštitut Slovenije, 
Služba za uradno potrjevanje semenskega materiala kmetijskih rastlin, ki ima javno 
pooblastilo za vodenje postopka uradne potrditve semenskega materiala kmetijskih rastlin 
(Metoda ..., 2009) 
V Pravilniku o trženju materiala za vegetativno razmnoževanje vinske trte (2005) je 
razmnoževalni material razdeljen na izvorni razmnoževalni material, bazni razmnoževalni 
material, certificiran razmnoževalni material in standardni razmnoževalni material. Vsak 
pridelovalec razmnoževalnega materiala je odgovoren, da je material pridelan neposredno iz 
izvornih matičnih trsov, skladno s sprejetimi metodami za vzdrževanje sorte ali klona in 
preprečevanja širjenja bolezni trte (Pravilnik o trženju ..., 2005).  
2.2 VINSKA TRTA 
Žlahtna vinska trta (Vitis vinifera L) spada v družino Vitaceae, katera pripada redu Ramnales, 
ki zajema 13 rodov. Žlahtna vinska trta je uvrščena v rod Vitis, ki se deli v dve skupini, Euvitis 
in Muscadinia. Izmed vseh 13 rodov družine Vitaceae, je ekonomsko v svetovnem merilu 
najpomembnejši rod Vitis (Maliogka in sod., 2015). Obsega 79 vrst in ena izmed teh je žlahtna 
vinska trta (Vitis vinifera L), za katero so značilne vitice ali socvetja nasproti listov. Vitis 
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vinifera L. je edina vrsta znotraj rodu, ki izvira iz Evroazije, človek pa jo je razširil po vsem 
svetu (Vršič, Lešnik. 2010). Ostale vrste rodu Vitis kot so npr. Severnoameriške V. rupestris, 
V. riparia, V. berlandieri in ostali hibridi so pogosto uporabljene kot podlage za žlahtno vinsko 
trto, saj so le-te odporne proti trtni uši (Daktulosphaira vitifoliae Fitch 1855) (Maglioka in 
sod., 2015). 
Trta se v naravi vzpenja in razrašča po drugih trajnicah v različne oblike (Vršič in Lešnik, 
2010). Če bi pustili trto rasti naravno (npr. v pragozdovih), bi razvila tudi 30 metrov dolgo in 
1 meter debelo deblo (Colnarič in Vrabl, 1983).  
Udomačitev žlahtne vinske trte naj bi se zgodila enkrat med sedem in štiri tisoč leti pred našim 
štetjem na območju med Črnim morjem in Iranom. Od tod jo je človek prenesel na Bližnji 
Vzhod, Srednji Vzhod in v Evropo (Terra in sod., 2010). S križanjem je nastalo ogromno novih 
sort. Zdaj je okrog 10.000 sort žlahtne vinske trte, od katerih je večina samo lokalnega pomena, 
le nekaj sort pa ima mednarodni pomen, kot so npr. `Cabernet Sauvignon`, `Chardonnay`, 
`Pinot noir` iz območja Francije in `Renski rizling` iz Nemčije. Danes se žlahtno vinsko trto 
goji na 8 milijonov hektarjih po vsem svetu (Vršič in Lešnik 2010).  
2.3 SLOVENSKA SORTNA LISTA 
V Pravilniku o seznamu geografskih označb za vina in trsnem izboru (2007) so zajete 
priporočene in dovoljene sorte, ki se lahko sadijo v posameznem vinorodnem okolišu. 
Priporočene sorte vinske trte so skozi desetletja uveljavile svoj genetski potencial v 
posameznem vinorodnem okolišu do te mere, da se lahko iz njih pridela kakovostno vino, 
medtem ko se dovoljene sorte v okoliših niso tako uveljavile, vendar dopolnjujejo potencial 
priporočenih (Plahuta in Korošec Koruza, 2009).  
2.4 AVTOHTONE IN UDOMAČENE SLOVENSKE SORTE VINSKE TRTE 
Avtohtona sorta je tista sorta ali populacija določene vrste kmetijskih rastlin, ki je nastala iz 
avtohtonega izvornega genskega materiala in ni bila načrtno žlahtnjena ter se prideluje, 
vzdržuje in razmnožuje v Republiki Sloveniji (Seznam avtohtonih ..., 2004). 
Udomačene tuje sorte so starejše sorte tujega porekla, ki se v Republiki Sloveniji pridelujejo 
že več kot 30 let, pri vinski trti in sadnih rastlinah več kot 50 let in so dobro prilagojene našim 
pridelovalnim razmeram (Seznam avtohtonih ..., 2004)  
V Sloveniji poteka klonska selekcija sort vinske trte, v katero so vključene tudi avtohtone in 
udomačene sorte (Pelengić in sod., 2017). Njihov genetski material, ki je dobro prilagojen 
okolju, v katerem rastejo že vrsto let, se ohranja v genskih bankah (Plahuta in Korošec Koruza, 
2009). Čas intenzivne obnove vinogradov po letu 1960 je povzročil izginotje številnih starih 
sort (Plahuta in Korošec Koruza, 2009). Udomačene in avtohtone sorte se danes gojijo v 
manjšem deležu, čeprav se povpraševanje po vinu, pridelanem iz domačih in avtohtonih sort 
zvišuje.  Prav tako se pridelava cepljenk prilagaja sortimentu, ki je v veljavi v tujini, kjer pa 
naših avtohtonih in udomačenih sort ne sadijo (Pelengić in sod., 2017). 
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2.4.1 Cipro 
`Cipro` je rdeča sorta vinske trte (Vitis vinifera L.), ki je bila v Sloveniji skoraj pozabljena. 
Gre za staro sorto, ki je pri nas avtohtona. Dokumentirana je v vinski knjigi grofa Gravisija iz 
leta 1843, ki je imel posestva v okolici Bertokov. Pridelava sorte `Cipro` se je povečala, odkar 
je bila leta 2007 sprejeta v trsni izbor kot dovoljena sorta v vinorodnem okolišu Slovenska 
Istra. V Sloveniji je sorta `Cipro` poznana pod sinonimi `Rdeči Muškat` in `Lik(v)or`. `Rdeča 
Muškateljka` je sorto poimenoval Matija Vertovec v knjigi Vinoreja za Slovence (1844). 
Drugod po svetu je sorta 'Cipro' znana pod sinonimi 'Roter Muscateller', 'Muscat Rosè', 
'Rosenmuskateller blauer', 'Moscato rosso', 'Muškat ruža' ter drugi (Mirošević in Turković, 
2003). O izvoru sorte ` Cipro` je več hipotez. Sorto ` Cipro` naj bi iz Grčije prinesli v Dalmacijo 
in Istro ter kasneje v Italijo (Caló in sod., 2006). Mogoče gre za francosko sorto (Mirošević in 
Karogan-Kontić, 2008).  
2.4.2 Rebula 
`Rebula` je ena izmed najpomembnejših sort v vinorodnih okoliših Vipavska dolina in Goriška 
brda, najdemo jo še na Krasu in v Severni Italiji. Naj bi jo pridelovali tudi v Grčiji, kjer jo 
poznajo pod imenom `Robola`. Iz RPGV iz leta 2013 `Rebula` predstavlja 10 % pridelave v 
vinorodni deželi Primorska. Poznamo jo pod sinonimi `Rumena Rebula`, `Zelena Rebula` in 
`Gerganja`, ki je prav tako ime za drugo sorto. Ime izhaja iz dejstva, da vino sorte `Rebula` 
vsebuje nekaj več jabolčne kisline, ki se v spontanem biološkem razkisu spomladi razgradi, 
pri čemer nastane ogljikov dioksid in se zdi, da vino ponovno zavre (Plahuta in Korošec 
Koruza, 2009). Sorta je uvrščena na seznam avtohtonih in tradicionalnih sort kmetijskih rastlin 
kot avtohtona in domača sorta (Seznam avtohtonih ..., 2004). Sorta `Rebula` je na seznamu 
priporočenih sort v vinorodnih okoliših Goriška Brda in Vipavska dolina. V vinorodnem 
okolišu Kras je priporočena sorta v podokolišu Vrhe (Pravilnik o seznamu ..., 2007) 
2.4.3 Malvazija 
`Malvazija` ali Istrska Malvazija` sli `Malvazija bela` je v Sloveniji udomačena sorta vinske 
trte (Vitis vinifera L.). V trsnem izboru je priporočena sorta za vse štiri primorske vinorodne 
okoliše (Pravilnik o seznamu ... , 2007), v tujini je razširjena v Italiji in na Hrvaškem. Sorta 
pripada zahodnoevropski skupini sort. Ime naj bi nastalo iz poimenovanja polotoka 
Monemvasia v Grčiji. V Slovenski Istri je prisotna že od 13. stoletja in se močno razlikuje z 
ostalimi malvazijami po svetu.(Plahuta in Korošec koruza, 2009).  
2.4.4 Pokalca  
Pokalca` je stara briška sorta vinske trte (Vitis vinifera L.). Skoraj pozabljena rdeča sorta naj 
bi ime dobila po poku, ki se zgodi, ko jagodo grozdja stremo v ustih. Imenujejo jo tudi `Črna 
Rebula` in je v prejšnjem stoletju iz vinogradov v Goriških brdih tako rekoč izginila. Ponovno 
so jo oživeli v Italiji, danes pa `Pokalco` gojijo v Goriških brdih na 3,4 hektarjih (Register ..., 
2018). V trsnem izboru sort je dovoljena sorta za vinorodni okoliš Goriška brda (Pravilnik o 
seznamu ..., 2007). Njeni tuji sinonimi so `Schioppettino` `Pocalza` in `Ribolla Nera` (Calò in 
sod., 2006). 
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2.4.5 Poljšakica 
`Poljšakica` je vinska sorta Vipavske doline. Sorta naj bi ime dobila po vinogradniku Poljšaku, 
ki je trto prenesel iz okolice Maribora v Šmarje. Ker so njeno prvotno ime pozabili, so jo ljudje 
poimenovali kar Poljšakica (Plahuta in Korošec-Koruza, 2009). Včasih je bila `Poljšakica` 
pogosta sorta v Vipavski dolini, danes je v trsnem izboru med dovoljenimi sortami za 
vinorodni okoliš Goriška brda in Vipavska dolina. V vinorodnem okolišu Kras je dovoljena 
sorta v podokolišu Vrhe (Pravilnik o seznamu ..., 2007). Uvrščena je na seznam domačih in 
udomačenih tujih sort kmetijskih rastlin, ki so upravičeno v proizvodnji Republike Slovenije 
(Seznam avtohtonih ..., 2004). 
2.4.6 Volovnik  
`Volovnik` je stara bela sorta vinske trte, ki so ji gojili na Primorskem. Matija Vertovec jo v 
knjigi Vinoreja za Slovence (1844) imenuje tudi `Volovna`. O njej piše, da je povsod znana, 
vendar redko posajena. Prvič jo je videl leta 1834, kasneje pa je našel dve posajeni sadiki v 
enem izmed svojih vinogradov. Ali je morda sinonim za `Weisse Ochsenaug`, ni raziskano 
(Plahuta in Korošec-Koruza, 2009). Sorta `Volovnik` je na seznamu domačih in udomačenih 
tujih sort kmetijskih rastlin, ki so upravičeno v proizvodnji v Republiki Sloveniji (Seznam 
avtohtonih ..., 2004).  
2.4.7 Zeleni Sauvignon 
'Zeleni sauvignon' ali `Sauvignonasse` sta imeni, ki sta se vpeljali za prej imenovano sorto 
'Furlanski tokaj', po tem, ko so Madžari zaščitili vino Tokaj, kar prepoveduje uporabo 
kakršnikoli izrazov podobnih madžarskemu vinu. Danes je pri nas vino iz te sorte najbolj 
poznano po imenu `Sauvignonasse` in `Zeleni Sauvignon`. Sorta je razširjena v Furlaniji in 
tudi pri nas v Goriških brdih jo poznajo že več sto let. Manjši nasadi te trte so v Vipavski 
dolini, čeprav jo Vertovec (1844) ne opisuje (Plahuta in Korošec Koruza, 2009).  
2.5 BOLEZNI VINSKE TRTE 
Vinska trta je zasajena v vinograd za več deset let in ves ta čas je vsaka posamezna rastlina 
izpostavljena različnim vplivom okolja ter boleznim in škodljivcem. Nekatere bolezni in 
škodljivci lahko redno ogrozijo pridelek njen pridelek in obstoj, drugi pa ji škodujejo le 
občasno in v zanemarljivem obsegu. Trto lahko okužujejo glive, virusi, fitoplazme, bakterije 
in viroidi, veliko povzročiteljev bolezni pa še ni raziskanih (Vršič in Lešnik, 2010).  
2.5.1 Virusi in virusne bolezni vinske trte 
Virusi so patogeni raznih oblik in velikosti ter so zgrajeni mnogo preprosteje kot katerekoli 
celice. Nekateri virusi so paličasti, drugi so poliedrični. Znotraj kapside, ki je zgrajena iz 
beljakovinskih molekul, je nukleinska kislina, katera je tudi nosilka dednega zapisa. Nosilec 
dednega zapisa je DNK ali RNK molekula, nikoli pa to nista obe hkrati (Podobnik in Devetak, 
2004).  
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Virus je zunaj gostiteljske celice videti kot neživ skupek organskih molekul, se ne giblje in v 
njem ne potekajo procesi presnove, kakršni so značilni za celice in se tudi ne razmnožuje. 
Razmnoževanje virusa lahko poteka samo znotraj ustrezne gostiteljske celice (Podobnik in 
Devetak, 2004). Vse vrste pridelovalnih rastlin so dovzetne za virusno okužbo. Z večanjem 
globalne trgovine s semeni, rastlinami in vedno intenzivnejšim kmetijstvom se možnosti 
širjenja virusov povečujejo (Jones in sod., 2017).  
Virusom in virusom podobne okužbe vinske trte (Vitis spp.) so razširjene povsod, kjer uspeva 
vinska trta. V naravi se glavni povzročitelji bolezni širijo preko različnih prenašalcev 
(nematode, uši, kobilice, škržati), a kljub temu je najbolj pomemben vzrok širjenja bolezni 
sajenje okuženega materiala. Vegetativno razmnoževanje in izmenjava okuženega sadilnega 
materiala je privedlo do tega, da so virusi danes razširjeni po vsem svetu in povzročajo 
kompleksne bolezni (Basso in sod., 2017). Vinska trta je trajnica, kar dodatno pripomore k 
temu, da je posamezna rastlina praviloma okužena z več virusi hkrati. Virusi postanejo aktivni 
znotraj žive gostiteljske celice, v kateri se replicirajo kot paraziti in izkoriščajo biološke 
sisteme gostiteljske celice in ji spreminjajo nekatere fiziološke procese (Martelli, 2015). 
Virusne okužbe lahko na vinski trti bistveno zmanjšajo pridelek, vplivajo na rast in skrajšajo 
življenjsko dobo trte. Vplivajo lahko na čas zorenja jagod in kakovost samega grozdja, ki ne 
vsebuje dovolj sladkorjev, manjša je količina pigmentov v kožici, vino pridelano iz takšnega 
grozdja pa lahko vsebuje preveč kislin (Basso in sod., 2017). Razvoj bolezenskih znakov pri 
vinski trti je povezan z vrsto virusa, ki okužuje vinsko trto, sorto vinske trte in klimatskih ter 
talnih razmer (Basso in sod., 2017). 
Bolezenski znaki, ki jih povzročajo virusi in viroidi, se razlikujejo ne samo glede na 
povzročitelja, ampak tudi glede na gostitelja. Pri virusni okužbi gre običajno za sistemično 
okužbo in za razliko od bakterijskih in glivičnih okužb, kjer se bolezenski znaki pojavljajo 
lokalno, se pri virusni okužbi razvijejo po celotni rastlini. Opazimo razne morfološke, 
histološke in citološke spremembe (hiperplazija, hipoplazija). Pri trti sicer običajno govorimo 
o treh virusih oz. skupinah povzročiteljev in boleznih. To so skupina povzročiteljev kužne 
izrojenosti, skupina predčasnega rdečenja in zvijanja listov ter skupina, ki povzroča 
deformacije lesa na deblu (Pelengić in sod., 2017).  
V Sloveniji poteka selekcija vinske trte, cilj katere je zagotavljanje razmnoževalnega materiala 
ustrezne genetske in zdravstvene kakovosti (Pelengić in sod., 2017). Po večletnem 
selekcijskem terenskem delu in opravljenih seroloških testov za ugotavljanje prisotnosti 
virusov so ugotovili, da so pri večjih sortah virusi prisotni pri več kot polovici testiranih elit 
(preglednica 1). Pri sortah 'Poljšakica' in 'Pokalca' ni bilo najdene niti ene elite brez virusov in 
pri sorti 'Cipro' je bila med izbranimi in testiranimi 51 elitami le ena brez virusov (Pelegić in 
sod., 2016).  
Pozitivna selekcija vinske trte je bila opravljena na nekaterih sortah, ki smo jih tudi mi vključili 
v raziskavo, te sorte so 'Rebula', 'Malvazija', 'Cipro', 'Pokalca', 'Poljšakica' in 'Zeleni 
sauvignon'. Vsi vzorci so bili odbrani v vinogradih iz vinorodne dežele Primorska (Pelengić 
in sod., 2017). 
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Preglednica 1: Pregled testiranih trt v sklopu selekcije, katere so vključene v našo raziskavo, ter število potrjenih 
virusnih okužb s testi ELISA v obdobju 2013-2016 (Pelengić in sod., 2017) 
Sorta Št. testiranih 
trt 
GFkV GFLV GLRaV-1 GLRaV-3 ArMV Skupno št. trt 
okuženih z 
virusi 
'Cipro' 51 17 6 9 47 0 50 
'Malvazija' 167 35 36 12 66 0 86 
'Poljšakica' 30 18 3 14 29 0 30 
'Rebula' 67 13 33 0 14 1 43 
'Sauvignonesse' 169 28 41 4 18 0 81 
'Volovnik' 4 0 3 0 0 0 3 
Med leti 2013 in 2016 je bilo testiranih 1248 različnih sort žlahtne vinske trte in podlag. 
Okužba z virusom je bila potrjena pri 512 trtah, kar je v povprečju 41 % vseh testiranih trt. 
Izkazalo se je, da je najbolj zastopan virus GLRaV-3 (Grapevine leafroll associated virus 3), 
ki je bil dokazan pri 49 % vseh pozitivnih trt, sledil mu je GFkV v 36 % in nato virusa GFLV 
(Grapevine fanleaf virus) (27 %) in GLRaV-1 (Grapevine leafroll associated virus 1) (22 %). 
V najmanjšem deležu je bil odkrit virus ArMV (Arabic mosaic virus), in sicer samo pri eni trti 
(`Rebula`). Pogoste so tudi mešane okužbe z več virusi hkrati (Pelengić in sod., 2017).  
Seznami virusov in njim podobnih agensov, ki jih najdemo na trti se povečuje in že presega 
število 70. Najpomembnejši so iz rodov Nepovirus, ki povzročajo izrojenost, sledijo virusi iz 
rodu Closterovirus, ki povzročajo zvijanje listov, iz rodu Vitivirus, ki povzročajo razbradanje 
lesa, virusi iz rodu Maculavirus ter virusi iz rodu Ampelovirus (Martelli, 2014).  
GLRD (grapevine leafroll disease) je bolezen zvijanja listov in je najbolj razširjena virusna 
bolezen vinske trte. Izmed vseh virusnih bolezni GLRD povzroča največjo ekonomsko škodo, 
saj lahko zmanjša pridelek za 40 %. Bolezen povzročajo virusi iz družine Closteroviridae, 
katera spada v rod Closterovirus. Virusa GLRaV-2 in GLRaV-3 sta najbolj razširjena virusa 
(Martelli, 2014). Bolezenski znaki so vidnejša na starejših listih trte, na mlajših jih opazimo 
proti koncu rastne dobe. Značilna so rdečenje listov pri rdečih sortah in rumenenje listov pri 
belih sortah. Naidu in sod. (2014) navajajo, da naj bi bile cepljenke brez bolezenskih znakov.  
GFDD (Grapevine fanleaf degeneration disease) je bolezen pahljačavosti listov vinske trte, ki 
jo povzroča virus GFLV (Grapevine fanleaf virus). Bolezen se pojavlja širom sveta in lahko 
povzroči do 80 odstotni izpad pridelka (Andret-Link in sod., 2004b). GFLV spada v družino 
Comoviridae (rod Nepovirus). GFLV je ekonomsko najpomembnejši nepovirus, ki okužuje 
vinsko trto. Okužuje le rastline iz rodu Vitis. Od trte do trte ga prenaša ektoparazitska 
nematoda Xiphinema italiae, ki se prehranjuje na koreninah (Andret-Link in sod., 2004b).  
GFkD (Grapevine fleck disease) je bolezen, ki jo povzroča virus GFkV (Grapevine fleck 
virus). Omenjen virus pripada družini Tymoviroidae, za katero je značilno, da se okužbe ne 
prenašajo mehansko (Sabanadzovic in sod. 2001). Virus je prisoten v vseh državah v katerih 
pridelujejo vinsko trto (Martelli, 2014). Virus GFkV povzroča latentne okužbe na žlahtni 
vinski trti. Bolezenski znaki so vidni na listih, kateri se razbarvajo, značilne so deformacije. 
Pri okužbi V. rupestris St. George so opazili zmanjšano vegetativno rast rastline (Martelli, 
2014).  
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V rod Trichovirus spada več ekonomsko pomembnih virusov. Najpomembnejši med njimi so 
ACLSV (Apple chlorotic leaf spot virus), CMLV (Cherry mottle leaf virus), GINV (Grapevine 
inner necrosis virus) in PcMV (Peach mosaic virus) (Yoshikawa, 2008). 
ACLSV (Apple chlorotic leaf spot virus) okužuje predvsem predstavnike družine Rosaceae, 
najdemo ga na jablani, hruški, breskvi, slivi, češnji, marelici. Na žlahtnih sortah jablan ne 
povzroča bolezenskih znakov, bolj nevaren je za podlage (Malus prunifolia var. ringo) 
(Yoshikawa. 2008). Na slivi, hruški in marelici lahko povzroči različne bolezni. CMLV je 
naravno prisoten na češnji, breskvi in marelici. Razvoj bolezni »mottle leaf disease« so opazili 
na češnji v Severni Ameriki. GINV je pogosto prisoten na vinski trti in je najpomembnejši 
patogen, ki okužuje vinsko trto na Japonskem (Yoshikawain sod., 1997). Znotraj rodu 
Trichovirus je GINV najbližji sorodnik GPGV-ja (Glasa in sod., 2014). Za vse viruse velja, 
da se prenašajo z inokulacijo, cepljenjem in z razmnoževanjem materiala. Vektor širjenja pri 
ACLSV ni bil dokazan, CMLV in GINV razširja breskova brstna pršica Eriophyes insidiosus 
(Keifer & Wilson, 1955) in trsna lista pršica šiškarica Colomerus vitis (Pagenstecher, 1857) 
(Yoshikawa in sod., 1997). 
Trichovirusi so sestavljeni iz krožnih filamentov, dolgih med 680 in 780 nm in široki med 
9,25 in 12 nm. Vsi deli virusa so sestavljeni iz linearne pozitivne ssRNK molekule. Število 
baznih parov je med 7.2 in 8.0 kbp. 3' konec RNK molekule ima poliadeninski repek, 5' konec 
RNK molekule pa je naverjetneje kapsida (Yoshikawa, 2008).  
2.5.1.1 GPGV 
GPGV, ki je predstavnik Trichovirus družine (Slika 1), je bil leta 2012 odkrit v Italiji. Virus 
povezujejo z boleznijo GLMD (Grapevine Leaf Mottling and Deformation). Bolezenski znaki 
te bolezni so v provinci Trentino v severni Italiji prvič opazili že leta 2003. S temeljitimi 
raziskavami so izključili možnost okužbe z že znanimi nepo-, ampelo- in vitivirusi 
(Giampetruzzi in sod., 2012). Bolezen so opazili na sortah `Sivi pinot` in `Beli pinot`. Istega 
leta je bila bolezen zabeležena še v Furlanijsko – Julijski regiji in sicer na sortah `Sivi pinot`, 
`Traminec`, `Friulano` (`Tokaj`) in `Glera` ('Prosecco') (Bianchi in sod., 2015). Ker bolezni 
niso uspeli pripisati nobenemu znanemu patogenu, so sumili, da gre za pomanjkanje bora v 
mineralni prehrani vinske trte (Saldarelli in sod., 2017)Virus vinske trte sivi pinot (GPGV) 
povezujemo z boleznijo vinske trte, ki jo v Sloveniji imenujemo kržljavost vinske trte in lahko 
pri občutljivih sortah, kot so `Sivi pinot`, `Sauvignonasse` (prej 'Furlanski tokaj') in 
`Traminec`, znatno vpliva na količino in kakovost pridelka. Pri sortah` Sivi pinot` in 
`Traminec` je tako pridelek lahko do 60 % manjši, predvsem na račun manjše velikosti in mase 
grozdov (Priporočila za obvladovanje virusa vinske trte sivi pinot, 2017). 
Bolezenski znaki se med sortami vinske trte močno razlikujejo. Na občutljivih sortah `Sivi 
pinot`, `Sauvignonase` (prej `Furlanski Tokaj`) in `Traminec` se tipični bolezenski znaki 
pojavijo takoj po odganjanju. Sorta `Traminec` je posebej občutljiva, znaki okužbe so bolj 
poudarjeni, pridelek je občutno manjši (Giampetruzzi in sod., 2012). Opazimo slabše in 
kasnejše odganjanje prizadetih trt, zbito rast poganjkov (slika 2), slabšo rast trsov, listi so 
manjši in deformirani, na njih se pojavljajo pikasta ali zvezdasta razbarvanja, prosojna, če jih 
pogledamo proti svetlobi. V toplih poletnih mesecih se lahko znaki okužbe tudi prikrijejo, in 
so precej podobna znakom napada pršice trsne kodravosti (Calepitrimerus vitis, znana tudi kot 
akarinoza). Rastline z bolezenskimi znaki so lahko močno prizadete. Pri nekaterih sortah se 
znaki okužb ne izražajo. Tipični znaki se pogosto pojavijo že spomladi, lahko pa se pojavijo 
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tudi kadarkoli v času vegetacije, njihova jakost pa je lahko zelo različna. Zaenkrat ni znano, 
da bi bilo pojavljanje bolezenskih znakov vezano na fenofazo, vremenske pogoje ali letni čas 
(Mavrič Pleško in sod., 2017). 
 
Slika 1: Dendrogram sorodstvenih razmerij virusov v družini Flexiviridae (Yoshikawa, 2008) 
Okužbe so bile potrjene pri številnih vinskih sortah (`Cabernet franc`, `Cabernet sauvignon`, 
`Carignan`, `Chardonnay`, `Chasselas`, `Glera`, `Merlot`, `Modri pinot`, `Sauvignonasse`, 
`Sivi pinot`, `Touriga nacional`, `Traminec`) ter pri namiznih sortah `Black magic` in 
`Supernova` v južni Italiji (Mavrič Pleško in sod., 2017).  
Zaenkrat ni znano, da se virus prenaša tudi mehansko. Poskusi, da bi mehansko okužili 
različne rastlinske vrste (Nicotiana occidentalis H.-M.Wheeler in Chenopodium quinoa 
Willd.), so bili neuspešni. Nove študije so potrdile, da je trsna listna pršiča šiškarica 
(Colomerus vitis (Pagenstecher, 1857), ki spada v družino Eriophyidae in ki je pogosto 
prisotna v vinogradih okuženih z GPGV, sposobna prenesti virus. Te pršice so znane 
povzročiteljice erinoze vinske trte (slika 3) (Mavrič Pleško in sod., 2017).   
Celoten genom virusa je sestavljen iz 7259 nukleotidov. To število ne vključuje 
poliadeninskega repa, ki je na 3`. 5` je del genoma in ki se ne prevaja (vsaj ne pri GPGV). 
Raziskave na slovaškem so pokazale, da je 5` pri njihovih izolatih virusa dolg 104 nukleotide. 
Število nukleotidov je lahko različno, odvisno od mutacij, katere se pojavi1jo  pod vplivom 
okolja in gostitelja. GPGV genom je sestavljen iz treh ORF (Open reading frame) delov (Slika 
4) (Giampetruzzi in sod. 2012). Replikaza vsebuje osnovno metiltransferazo, helikazo, od 
RNK odvisno RNK polimerazo. Vsebuje tudi zapis za AlkB, ki ščiti RNK molekulo pred 
metilacijo (Slika 4) (Saldarelli in sod., 2017). Takšna organizacija genoma je značilna za 
viruse iz rodu Trichovirus. Primerjava vseh treh ORF regij pokaže, da je sorodstveno GPGV 
najbližje GINV (Grapevine inner necrosis virus) (Saldarelli in sod., 2015). Podobnost 
bolezenskih znakov, ki jih virusa povzročata na listih in poganjkih vinske trte, je privedlo do 
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potrditve, da virusa pripadata istemu rodu (Trichovirus). GINV povzroča tudi nekroze v 
jagodah grozdja, kar pri GPGV ni znano (Saldarelli in sod., 2015). 
 
Slika 2: Tipični bolezenski znaki virusa GPGV na listih žlahtne vinske trte (Vitis vinifera L) (Mavrič Pleško in 
sod., 2017) 
 
Slika 3: Erinoza vinske trte, ki jo povzroča prenašateljica virusa GPGV trsna listna pršica šiškarica (Colomerus 
vitis (Pagenstecher)) (Mavrič Pleško in sod., 2017) 
 
Slika 4: Organizacija RNK genoma virusa GPGV. ORF1 kodira gene za replikacijo, ORF2 kodira gene za gibalni 
protein in ORF3 kodira gene za beljakovinski plašč (Saldarellli in sod., 2017). 
GPGV spada v rod Trichovirus (družina Betaflexiviriridae, red Tymovirales) (Giampetruzzi 
in sod., 2012) čigar značilen predstavnik je ACLSV (Apple chlorotic leaf spot virus) (Martelli, 
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2014). GINV in GPGV sta edina predstavnika rodu, ki sta zmožna okužit vinsko trto. Ostali 
predstavniki rodu okužujejo lesne rastline (Saldarelli in sod., 2017).  
Leta 2010 so v Južni Koreji na namizni sorti vinske trte ` Tamnara` (priloga A) opazili nekroze, 
ki se pojavijo znotraj jagode in so značilni za GINV. RNK so izolirali iz listov in jagod ter jo 
pomnožili z RT-PCR reakcijo. Uporabili so začetne nukleotide  (5’- 
TTGTCTGATGGCTCTGATG-3’, 5’-ACAGTTGATAGACAGGTGG-3’). Leta 2013 so 
potrdili prisotnost virusa. Rezultati so pokazali 93 % ujemanje z GPGV (FR877530), in 60 % 
ujemanje z GINV. Na podlagi GPGV zaporedja so naredili začetne nukleotide (5’-
ATGTCGATTCGTCAGGAGCTG-3’, 5’-CTACATACTAAATGCACTC-3)  in ponovili 
postopek. Dobljeni rezultati so pokazali do 97 % ujemanje z zaporedji GPGV-ja iz drugih 
držav (Cho in sod., 2013). 
Leta 2013 so v Gruziji (priloga A) opravili zdravstveni pregled naključnih vzorcev iz 
gruzijskih vinogradov in pri 37 vzorcih, od tega 25 rdečih sort, potrdili prisotnost GPGV-ja 
(Casati in sod., 2015). 
V Franciji so na vinski trti sorte `Merlot` leta 2014 potrdili prisotnost GPGV (priloga A). 
Znake okužb so opazili že leta 2010. Genom dolžine 7223 nukleotidnih baz so posekvencirali 
de novo (GenBank KM491305). Zaporedje se v 95,4 % ujema z italijanskimi izolati in v 98-
98,3 % z slovaškimi izolati. Največje razlike v zaporedju so na 5` genoma. Uporabljeni so bili 
začetni nukletidi Pg-Mer-F1 (5′-GGAGTTGCCTTCGTTTACGA-3′) in Pg-Mer-R1 (5′-
GTACTTGATTCGCCTCGCTCA-3′) (Beuve in sod., 2015).  
V Kanadi so med letoma 2014 in 2015 nabrali 77 vzorcev (priloga A), na katerih so hoteli 
preveriti prisotnost GPGV-ja. Vzorci so vljučevali tako žlahtno vinsko trto kot hibride žlahtne 
vinske trte in divje vinske trte. Virus so potrdili pri 11 sortah iz petih različnih vinogradov in 
sicer pri `Syrah`, `Cabernet Franc`, `Renski rizling`, and `Vidal blanc`. Primerjava z že 
znanimi zaporedji iz baze podatkov (NCBI) je pokazala  99% ujemanje z francoskim virusom 
GPGV-Mer (KM491305), 98 % ujemanje z slovaškimi izolati (KF134123-134125) in 96 % 
ujemanje z italijasnkim izolatom, ki je referenčna primerjava mnogim (FR877530). 
Uporabljeni so bili začetni nukletidi GPGV6586F (5′-GAYATGTCGATTCGTCAGGAG-3′) 
in GPGV7021R (5′-CGACTTCTGGTGCCTTATCAC-3′), ki naj bi pomnožili regijo z 
zapisom za beljakovinski plašč (Xiao in sod., 2016). 
Na Kitajskem so leta 2014 z RT-PCR metodo preverili prisotnost virusa GPGV na 36 vzorcih 
(priloga A), od katerih jih je imelo 19 znake okužb. Uporabili so različne začetne 
oligonukleotide. Izkazalo se je, da je virus prisoten pri 15 vzorcih. RT-PCR produkti vzorca 
sorte ‘Red Globe’, ‘Merlot’, ‘Muscat Hamburg’, ‘Cabernet Francc` in ‘Moldova’ so bili 
identificirani, kot gostitelji virusa. Dobljene sekvence so primerjali z že znanimi sekvencami 
iz baze podatkov (GenBank). Zaporedje baze se je ujemalo v 96,6-100 % (Fan in sod., 2015). 
V Turčiji so leta 2014 na sortah ` Chardonnay`, ` Emir`, ` Kadın parmağı`, ` Muscat of Hamburg` 
in `Modri pinot` (priloga A) opazili bolezenske znake, ki so spominjali na virusno okužbo. 
Med 18 vzorci, jih je 5 bilo pozitivnih na GPGV. Stopnja podobnosti regije za beljakovinski 
plašč je bila najvišja s francoskim izolatom (KM491305), regija za MP se je najbolj ujemala 
s slovaškim izolatom (KF134126.1) (Gazel in sod., 2016). 
V ZDA je odkritje virusa na sorti `Touriga Nacional` spodbudilo skupino raziskovalcev, da 
preverijo ali je virus prisoten tudi na drugih, bolj pogostih sortah. `Touriga Nacional` je bila 
prinešena v Ameriko leta 1981 iz Portugalske. Leta 2015 so na 96 vzorcih preverili prisotnost 
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GPGV (priloga A). Za RT-PCR reakcijo so uporabili CP-F2 (5′-
ATAGCAGTTGAAGGGACCTC-3′) in R1 (5′-GCCTCTCACTTTCGACATG-3′) začetna 
oligonukleotida. Prisotnost virusa je bila potrjena pri treh kultivarjih: `Chardonnay`,`Cabernet 
Sauvignon` in `Cabernet Franc`. Primerjava sekvenc z drugimi že znanimi italijanskimi 
sekvencami je pokazala 98 do 98,78 % ujemanje (Al Rwahnin in sod., 2016).  
V Španiji so leta 2016 na več vzorcih, ki so bili nabrani iz različnih vinogradov, preverili 
prisotnost GPGV virusa (priloga A). V raziskavi so uporabili začetne oligonukleotide Pg-Mer-
F1 in Pg-Mer-R1 in GPGV-5637F in GPGV-5939R. Prisotnost virusa so potrdili pri vzorcih 
z bolezenskimi znaki in pri vzorcih brez znakov okužbe. Španski izolati so se najbolj ujemali 
s francoskimi in sicer v 99,3 %. NGS analiza je pokazala morebitno prisotnost številnih drugih 
virusov (Ruiz-García in Olmos, 2017). 
Analiza celotnega genoma treh slovaških izolatov GPGV-ja je pokazala nizko heterogenost 
(do 1,7 %) in bližnje sorodstvo z italijanskim izolatom NC_015782. Spremembe na 5´ koncu 
genoma bi lahko bile posledica rekombinacije z GINV (Grapevine inner necrosis virus) (Glasa 
in sod., 2014). GPGV je bil izoliran iz 20 letne žlahtne vinske trte sorte ´Veltliner´ (SK30) 
(priloga A) iz vinograda na zahodu Slovaške (Glasa in sod., 2014).  
V Sloveniji so prva bolezenske znake opazili že leta 2001 v Medani v Goriških brdih. S 
podrobnejšim spremljanjem bolezni med leti 2002 in 2006 so opazili znake okužb na skoraj 
vseh razširjenih sortah na Primorskem (Žežlina in sod., 2007). Prva potrditev okužbe v 
Sloveniji je bila leta 2012, kmalu po tem, ko so v Italiji virus opisali. Največ težav je virus 
predstavljal na Primorskem, kjer so v prvem letu analizirali 42 vzorcev in le pri 2 niso potrdili 
virusa GPGV. Naslednje leto so analizirali manjše število vzorcev iz Štajerske, ki so bili prav 
tako pozitivni na GPGV (Mavrič Pleško, 2017). Med leti 2012 in 2016 je bilo v Sloveniji 
testiranih 496 vzorcev vinske trte iz vseh vinorodnih pokrajin Slovenije. Od tega je bilo 
pozitivnih 422 vzorcev pozitivnih, 74 pa negativnih. Večina vzorcev je bila odvzetih na 
Primorskem (slika 5) (Mavrič Pleško, 2017). 
2.5.2 Viroid vinske trte  
Viroidi so gole, nekodogene RNK molekule, ki okužujejo rastline. Med leti 1985 in 1990 so 
odkrili 5 viroidov, ki okužujejo vinsko trto. Vinska trta je bila prepoznana kot naravni gostitelj 
viroida pred več kot 30 leti, ko so na Japonskem odkrili Hop stunt viroid (HSVd). V istem 
času so odkrili še dve viroidu podobni RNK strukturi, ki sta okuževali trto v Španiji in 
Kaliforniji. Izkazalo se je, da je ena izmed teh Citrus exocortis viroid (CEVd) (Flores in sod., 
1985). V naslednjih letih so na seznam dodali še Grapevine yellow speckle viroid-1 (GYSVd-
1), Grapevine yellow speckle viroid-2 (GYSVd-2) in Australian grapevine viroid (AGVd). 
Omenja se še Grapevine yellow speckle viroid-3 (GYSVd-3). Novih odkritij ni bilo vse do 
pojava NGS metod, s katero so odkrili nov viroid in še nekatere druge viroidu podobne RNK 
strukture, ki so zmožne okužit vinsko trto (Di Serio in sod., 2017). Ponavadi viroidi ne 
povzročijo resnejših bolezenskih znakov na vinski trti, nekateri izmed njih pa lahko izzovejo 
določene bolezni v ugodnih okoljskih razmerah ali v kombinaciji z nekaterimi virusi. Viroidi, 
ki okužujejo vinsko trto, lahko povzročijo težje bolezni tudi na nekaterih drugih rastlinah (Di 
Serio in sod., 2017).  
Viroidi so najmanjši znani patogeni do sedaj. Krožne RNK molekule so sestavljene iz 250-
400 nukleotidnih baz. Od virusov se razlikujejo po tem, da ne proizvajajo lastnih proteinov in 
se skoraj popolnoma zanašajo na encime gostiteljske celice (Navarro in sod., 2012).  
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Slika 5: Značilna sekundarna paličasta struktura viroidov GYSVd-1, GYSVd-2 (prej GV1B) in ASSVd. Struktura 
je značilna za družino Pospiviroidae, v katero spadajo vsi trije viroidi (Koltunow in sod., 1988). 
V začetku sedemdesetih let so prepoznali viroide, kot povzročitelje nekaterih bolezni. 
Ugotovili so, da kljub prisotnosti viroida, gostiteljska rastlina ni zbolela, kar dokazuje, da 
replikacija viroida in bolezen nista povezani (Szychowski, 1998). Prisotnost viroidov so 
zaenkrat potrdili samo pri rastlinah in so, podobno kot virusi, zmožni preživeti daljše obdobje 
v latentni obliki in povzročiti ultrastruktrurne in makroskopske spremembe v gostitelju (Di 
Serio in sod., 2013). 
Glede na strukturne in biološke značilnosti so viroidi razdeljeni na 33 vrst, 8 rodov in 2 družini 
(Pospiviroidae in Avsunviroidae). Organizacija, ki določa uvrstitev viroidov v sistem se 
imenuje International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV). Genomska RNK viroidov 
iz družine Pospoviroidae ima paličasto strukturo (slika 5) s centralno ohranjeno regijo (Central 
conserved region; CCR). Ta struktura igra ključno vlogo pri replikaciji viroida. Ne kodirajo 
peptidov oz. beljakovin, zato morajo za pomnoževanje, procesiranje in transport uporabljati 
beljakovine gostitelja. Glede na način pomnoževanja jih delimo v dve družini, Pospiviroidae 
in Avsunviroidae (Mavrič Pleško in sod., 2009). Za družino Pospiviroidae  je značilno, da se 
replicirajo v jedru gostiteljske celice. Viroidi družine Avsunviroidae imajo drugačno strukturo. 
Vseh pet viroidov, ki so sposobni okužiti vinsko trto, pripada družini Pospiviroidae. Z razliko 
od viroidov, ki okužuje druge rastline in povzročajo resne bolezni, se ob okužbi z viroidi na 
vinski trti pogosto sploh ne pojavijo bolezenski znaki. Ob odsotnosti le-teh se viroid 
razmnožuje v rastlini neopazno (Jiang in sod., 2009).  
Sklepamo lahko, da so vsi viroidi (preglednica 2), ki so sposobni okužiti vinsko trto, že od 
nekdaj prisotni v krajih, od koder vinska trta izvira. To so Bližnji in Srednji Vzhod in Centralna 
Azija. Na eni izmed najstarejših vinskih trt na Kitajskem, v provinci Xinjiang, so potrdili 
prisotnost skoraj vseh viroidov, ki okužujejo vinsko trto. Prav tako je bila prisotnost večih 
viroidov potrjena na raznih vzorcih iz Irana (Jiang in sod., 2012). Viroide, ki okužuje vinsko 
trto, razdelimo v tri skupine glede na centralni del viroidne molekule (Keese in Symons, 1985). 
GYSVd-1, GYSVd-2 in AGVd spadajo v skupino ASSVd (Apple skin scar viroid), HSVd 
(Hops stunt viroid) in CEVd (Citrus exocortis viroid) v HSVd skupino (Sano in sod., 1985) in 
PSTVd (Potato spindle tuber viroid) v PSTVd skupino (Elena in sod., 1991). Pogoste so 
okužbe vinske trte z vsemi viroidi hkrati.Nekateri viroidi sami povzročajo veliko gospodarsko 
škodo, medtem ko so drugi lahko škodljivi v kombinaciji z drugimi viroidi ali virusi. Glede 
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na obstoječa poročila, viroidi vinske trte sami ne povzročajo ekonomsko pomembnih izgub 
(Jiang in sod., 2009). 
Preglednica 2: Klasifikacija viroidov, ki so sposobnih okužbe vinske trte (Di Serio in sod., 2017) 
Vrsta Rod Družina 
Hop stunt viroid Hostuviroid Pospiviroidae 
Citrus exortis viroid Pospiviroid Pospiviroidae 
Grapevine yellow speckle viroid-1 Apscaviroid Pospiviroidae 
Grapevine yellow speckle viroid-2 Apscaviroid Pospiviroidae 
Australian grapevine viroid Apscaviroid Pospiviroidae 
Grapevine latent viroid Apscaviroid Pospiviroidae 
Hop stunt viroid (HSVd) je bi najprej identificiran na rastlinah hmelja (Sasaki in Shikata, 
1977). Čez čas so ugotovili, da viroid okužuje širok spekter rastlin po vsem svetu. Poleg vinske 
trte HSVd okužuje še kumarice, citruse, slive, breskve, marelice, mandlje, granatna jabolka, 
pistacije, fige, čičeriko in pri nekaterih izmed njih lahko povzroči resna bolezenska stanja. V 
vinski trti je prisoten v latentni obliki. Sklepajo, da se je viroid ravno z vinske trte prenesel na 
rastline hmelja na Japonskem, na katerem povzroča hop stunt disease (Sano in Sod., 2001). 
Odsotnost bolezenskih znakov, kljub prisotnosti viroida je pripomoglo k temu, da se je hitro 
razširil po svetu. Poznamo več različic viroida HSVd, ki se pojavljajo med različnimi izolati. 
Ugotovili pa so, da se tudi znotraj enega izolata pojavljajo različice viroida. Ista rastlina vinske 
trte je pogosto hkrati okužena z večimi različicami HSVd-ja (Codoñerin sod., 2006). Glede na 
analizo nukleotidnega zaporedja in filogenetsko analizo so različice HSVd-ja razdelili v tri 
skupine: skupina vinske trte in hmelja, skupina slive, mandlja, breskve in marelice (koščičarji) 
in skupina citrusov (Kofalvi in sod., 1997; Sano in sod., 1989). Rastlinske bolezni, ki jih 
povzročajo viroidi so praktično neozdravljive. Preventivne strategije so zelo pomembne pri 
zmanjševanju škode, ki jih viroidi povzročajo v mnogih državah. Kontrola bolezni, ki jih 
povzročajo viroidi temelji na občutljivih diagnostičnih postopkih, katerim sledi odstranitev 
okuženega materiala (Elleuch in sod., 2003).  
Australian grapevine viroid (AGVd) je bil odkrit v Avstraliji kot del kompleksne viroidne 
okužbe vinske trte (Rezaian in sod., 1988). Kljub temu, da je vinska trta edinstven naravni 
gostitelj tega viroida, ga je moč umetno prenesti na nekatere druge rastline z inokulacijo 
(Rezaian in sod., 1988). Rezaian je prvi opisal viroid kot krožno, enoverižno RNK molekulo, 
ki vsebuje 369 nukletidov in je zmožna tvoriti paličaste strukture z značilnima CCR in TCR 
regijama, katera je značilna za apscaviroid-e. Genomi viroida iz drugih držav vsebujejo 
različno število nukletidov, in sicer 361 iz Tunizije (Elleuch in sod., 2003) in 371 iz Irana  
(Zaki-Aghl in sod., 2013). Kljub temu, da ne prihaja do velikih razlik v genomih različnih 
izolatov, so filogenetske analize pokazale, da so izolati iz Italije, Tunizije in Avstralije bližje 
v sorodstvu kot kitajski in iranski izolati (Gambino in sod., 2014). Viroid je bil potrjen še na 
Kitajskem (Jiang in sod., 2009), v Indiji (Adkar-Purushotama in sod., 2014), Tuniziji (Elleuch 
in sod., 2003) in v ZDA (Al Rwahnin in sod., 2009). Najbolj pogost je viroid v Iranu in Tuniziji 
(Hajizadeh in sod., 2012; Zaki-Aghl in sod., 2013). Ker ne povzroča nobenih znakov okužbe 
na naravnem gostitelju, nima ekonomskega pomena (Di Serio in sod., 2017). 
Viroid CEVd (Citrus exocortis viroid) je bil najprej izoliran in karakteriziran na citrusih kot 
povzročitelj cortis bolezni (Semancik in Weathers, 1972). Po prvih odkritjih na vzorcih vinske 
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trte brez bolezenskih znakov (Flores in sod., 1985), so nadaljevali z raziskavami na vinski trti 
(Garcia-Arenal in sod. 1987). V Španiji so leta 1987 Garcia-Arenal in sodelavci na vinski tri 
odkrili viroid dolg 369 nukleotidov. Viroid je kazal visoko stopnjo homologije z viroidi iz 
skupine, kateri pripada CEVd (Citrus exocortis viroid) in je imel značilno sekundarno 
paličasto strukturo. CEVd je bil prav tako izoliran iz vzorcev brez bolezenskih znakov v 
Avstraliji in Kaliforniji (Rezaian in sod. 1988, Semancik in Szychowski, 1992). O naravnih 
okužbah vinske trte z CEVd poročajo v Španiji (Flores in sod. 1985), Avstraliji (Rezaian in 
sod., 1988), Turčiji (Gazel in Önelge, 2003), Braziliji,na Kitajskem (Shu in sod., 2010) in 
Kaliforniji (Semancik in Szychowski, 1992). 
2.5.2.1 GYSVd-1  
Leta 1972 so v Avstraliji poročali o bolezni vinske trte, ki povzroča majhne rumene madeže 
na listih (slika 6). Koltunow in Rezaian sta leta 1988 v Avstraliji iz okuženega rastlinskega 
materiala vinske trte izolirana RNK molekulo. Ob pomanjkanju podatkov sta RNK molekulo 
poimenovala Grapevine yellow speckle viroid (GYSVd). Od odkritja je bila prisotnost 
GYSVd-1 na vinski trti potrjena v večih državah širom sveta (Di Serio in sod. 2017). Izoliran 
GYSVd-1 je bil podoben nedavno odkritemu ASSV (Apple skin scar viroid) in je imel vse 
strukturne in biološke karakteristike viroida (Koltunow in Rezaian, 1988). Naslednje leto so 
Koltunow in sodelavci z elektronsko mikroskopijo potrdili, da gre za GYSVd-1 viroid. 
Bolezenski znaki so nakakazovala na virusno okužbo, vendar so po analizi okuženega 
materiala izključili morebitno virusno okužbo in vzrok za pojav bolezni pripisali viroidu 
GYSVd-1. GYSVd-1 je bil izoliran na sorti `Cabernet franc`, katera je kazala jasne signale 
yellow speckle bolezni (Jiang in sod. 2009).  
Bolezen vinske trte, ki jo povzroča viroid GYSVd-1, sta prva opisala Taylor in Woodham v 
Avstraliji in je do danes edina bolezen vinske trte, ki jo povzroča viroid. Med vsemi viroidi, 
ki okužujejo vinsko trto, sta le GYSVd-1 in GYSVd-2 zmožna povzročiti tudi bolezensko 
stanje vinske trte (Jiang in sod. 2009). Značilni znaki te bolezni so majhni rumeni madeži, ki 
so porazdeljeni po listih vinske trte (slika 61) in se jasno pokažejo ob koncu jeseni ter se 
močneje izražajo v vročih mesecih. To nakazuje, da je delovanje viroida povezano s 
klimatskimi razmerami (Szychowski in sod. 1998). V poročilu o GYSVd-1 in yellow speckle 
bolezni iz Avstralije poročajo, da so bili znaki okužbe močneje izraženi, ko je bila trta 
izpostavljena višjim temperaturam (Koltunow in Rezaian, 1988). Na splošno velja za viroide, 
da se hitreje razmnožujejo pri višjih temperaturah. Replikacija viroida ne pomeni razvoj 
bolezni pri rastlinah, kakor je to značilno za rastline okužene z virusi. Pojav bolezenskih 
znakov je povezano z sorto in starostjo vinske trte (Koltunow in Rezaian, 1988). Szychowski 
in sodelavci so leta 1995 dokazali, da hkratna okužba GYSVd-1 in GFLV (Grapevine Fanleaf 
virus) povzroča VB (Vein bending disease). Epidemiologija viroidov vinske trte ni dobro 
raziskana, vendar nekatere raziskave kažejo na prenos GYSVd-1 in HSVd s semenom. Prenos 
s semenom vpliva na uporabo tehnik žlahtnjenja in je lahko vzrok preživetja viroidov v 
sejančkih.   
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Slika 6: Značilni krožni madeži na zgornji strani listov vinske trte večino izraženi ob listnih žilah. Na levi strani 
so znaki okužbe izraženi močneje (Koltunow in sod., 1989). 
Genom GYSVd sestavlja 376 baznih parov dolgo zaporedje in ima značilno paličsto 
sekundarno strukturo (Koltunow in Rezaian, 1988). Sekvenco genoma GYSVd-1 so primerjali 
z že znanimi sekvencami viroidov in drugih krožni RNK satelitov (Koltunow in Rezaian, 
1988). Na podlagi primerjave med GYSVd-1, ASSvd in PSTVd skupine so za GYSVd-1 
privzeli model viroida katerega sta za PSTVd skupino predlagala Keese in Symons (slika 7). 
Krožna viroidna RNK molekula je razdeljena na 5 regij. Sestavljena je iz dveh terminalnih 
regij (T1, T2). T1 regija, ki je niz 17 nukletidov, je značilna tudi za Pospiviroid skupino. 
Zaporedje na T2 regiji je značilno le za GYSVd-1 in ASSVd. P regija je pomembna v procesu 
okužbe viroida. Sestavlja jo pretežno zaporedje adeninskih baz na eni strani in zaporedje 
uracilskih baz na drugi strani paličaste strukture. CCR regija se bistveno razlikuje med rodovi 
viroidov. Lahko se izboči iz sklenjene paličaste strukture, kar naj bi bilo pomembno v 
replikaciji viroida (Koltunow in Rezaian. 1988). Za V regijo je značilna visoka variabilnost 
nukleotidnega zaporedja. Sestava nukletidnih baz je sledeča: 53 % G:C, 26 % A:U in 21 % 
G:U (Koltunow in Rezaian. 1988).  
Rigden in Rezaian sta leta 1993 ugotovila, da se na regiji V, ki je najbolj variabilna regija v 
genomu, zamenja le ena nukletidna baza. Pri dveh vzorcih sta odkrila zamenjavo gvanina z 
adeninom. Največja variabilnost se je pojavljala med mestoma 57 in 79 na zgornji strani 
krožne molekule in med mestoma 289 in 311 spodnji strani krožne molekule, kateri sta obe na 
P regiji genoma. Glede na prisotnost ali odsotnost variacij na P regiji so izolate razdelili v dve 
skupini (tip1 in tip2) (Rigden in Rezaian, 1993). Nenavadni znaki okužbe in različno izražanje 
bolezeskih znakov bolezni rumenih madežev vinske trte (yellow speckle disease) bi lahko bili 
posledica prisotnosti obeh tipov viroida (Rigden in Rezaian, 1993).  
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Slika 7: Predlagana struktura genoma GYSVd-1in mesta, nakaterih pride do sprememb v nukleotidnih bazah 
(Rigden in Rezaian, 1993) 
Filogenetsko je GYSVd-1 najbližje dvema viroidoma iz rodu Apscaviroid. To sta GYSVd-2 
in GYSVd-3. GYSVd-1 je sorodstveno najbližje GYSVd-2, s katerim se ujemata v 73 % 
zaporedja,  kar omogoča navzkrižno hibridizacijo. GYSVd-2, ki je sestavljen iz 363 
nukletidov, je bil odkrit v Avstraliji na sorti `Kyoto`, katera je bila cepljena na podlago 
`Dogridge` (Jiang in sod. 2012). Njegova prisotnost je bila do leta 2012 potrjena v Avstraliji, 
Turčiji, na Kitajskem in v Iranu (Gazel and Önelge, 2002;; Hajizadeh in sod., 2012). Oba 
viroida sta bila odkrita na trtah z bolezenskimi in brez bolezenskih znakov (Rigden in Rezaian, 
1993).  
GYSVd-3 je bil prvič odkrit in izoliran na Kitajskem. Jiang in sodelavci so ga ob odkritju 
poimenovali Chinese grapevine viroid (CGVd). Predlagali so poskusno ime Grapevine yellow 
speckle viroid (GYSVd-3) zaradi ujemanja v sekvencah, filogentski analizi in molekularni 
karakterizaciji (Jiang in sod. 2009). GYSVd-3 kaže visoko stopnjo ujemanja v zaporedju 
nukletidov z GYSVd-1 in GYSVd-2. Odkrita sekvenca CGVd se z GYSVd-1 ujema v 87,77 
do 88,59 %, z GYSVd-2 se ujema v 76,76 do 77,30 % (Jiang in sod. 2009). CGVd je sestavljen 
iz 366 nukletidnih baz, kar ga postavlja med GYSVd-1 (367) in GYSVd-2 (363) in tvori 
značilno sekundarno paličasto strukturo (Jiang in sod. 2009).  
2.6 METODE DOLOČANJA VIRUSOV 
Virusi povzročajo pomembno ekonomsko škodo na veliko pridelovanih rastlinah širom sveta. 
Detekcija in identifikacija prisotnega patogena je ključna pri uspešni pridelavi in zaščiti rastlin 
in je ključnega pomena v smislu varnosti hrane (Jones in sod., 2017). Ko je virus že prisoten 
v rastlini, fitopatološka sredstva ne omogočajo več ustrezne kontrole. Zaščita pred virusnimi 
obolenji mora biti izvšena pred okužbo (Aboul-Ata in sod., 2011). Da preprečimo virusne 
okužbe, je zelo pomembno, da ločimo okužene in zdrave rastline (Pearson in sod. 2006). 
Zaenkrat še niso razvili neposredne metode za zaščito pred virusnimi obolenji, kot je to bilo 
razvito za druge patogene. Virusna obolenja lahko posredno zajezimo z nadzorom prenašalcev 
virusov in odstranjevanjem obolelih rastlin (Aboul-Ata in sod., 2011). Za detekcijo rastlinskih 
virusov je bilo razvitih veliko metod. Uporabljamo mikroskospska opazovanja, serološke 
tehnike, molekularne metode in druge (Lopez in sod., 2008).  
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2.6.1 ELISA 
ELISA (angl.: Enzyme-linked immunosorvent assey) ali encimsko imunski test je pogosto 
uporabljena metoda za potrditev prisotnosti virusa v rastlinskem materialu, virusnih 
prenašalcih/vektorjih in semenih (Webster in sod., 2004). Test se izvaja v plastičnih ploščicah 
z valčki, v katerih v primeru prisotnosti antigena ali protitelesa, poteče reakcija med encimom 
in substratom. Intenzvnost okužbe se meri s stopnjo obarvanosti reakcije (Webster in sod., 
2004). Prednosti ELISA testa so občutljivost metode, hkratna analiza večih vzorcev, potrebna 
je majhna količina protiteles za potrditev prisotnosti virusa (Naidu in sod., 2014). V primerjavi 
z molekularnimi metodami je potrebna večja količina antigena, da se ga določi. Test traja 
približno dva dni (Lievens in sod., 2005). Ista protitelesa lahko reagirajo v testu z različnimi 
sevi patogenov, ki povzročajo na gostiteljski rastlini tudi različne bolezenske znake, ker 
metoda ni dovolj specifična. Sevov virusov v bližnjem sorodstvu s ELISA testom ne moremo 
posebej določiti (Boonham in sod., 2014). Splošno je ELISA test manj občutljiva metoda od 
molekularnih metod (Jeong in sod., 2014). 
2.6.2 PCR 
Molekularne metode so uporabne v diagnostiki, ko imamo na voljo genetsko informacijo 
virusa. Kot alternativa serološki metodi, so molekularne metode najpogostej uporabljene 
metode v laboratorijih zaradi visoke ločljivosti in občutljivosti (Jeong in sod. 2014).  
PCR (angl.: Polymerase chain reaction) je znanstvena tehnika, ki podvaja oziroma ustvari 
milijone identičnih kopij željenega odseka DNK sekvence. Najprej poteče denaturacija DNK, 
sledi prileganje začetnih oligonukleotidov k denaturirani DNK molekuli. Začetni 
oligonukleotidi nato opravijo DNK sintezo, ki jo vodi DNK polimeraza. Tarčna DNK se 
eksponentno podvaja (Saiki in sod., 1988). PCR je popularna tehnika/metoda za detekcijo 
rastlinskih virusov v laboratorijih in je pogosto uporabljena pri molekularnih eksperimentih 
(Webster in sod., 2004). PCR se odvije v treh korakih in sledi ustreznemu toplotnemu režimu. 
Najprej poteče denaturacija pri temperaturi 94 °C. Sledi prileganje začetnih oligonukleotidov. 
V tem delu je temperatura odvisna od začetnih oligonukletidov in niha med 50 in 75 °C. Ko 
so začetni oligonukletidi nameščeni na DNK molekuli se lahko začne prileganje novih 
nukletidov. Ta del se odvija pri 72 °C (McCartney in sod., 2003).  
2.6.3 Verižna reakcija s polimerazo z reverzno transkriptazo  
Verižna reakcija s polimerazo z reverzno transkriptazo RT-PCR (revesre transcription 
polymerase chain reaction) je tehnologija, ki omogoča prevod RNK molekule v cDNK 
(komplementarna DNK). RT-PCR metoda se uporablja za vrste virusov, ki imajo namesto 
DNK zapisa RNK zapis. Razlika s PCR metodo je v uporabi encima. Reverzna transkriptaza 
je encim, ki poskrbi za prepisovaje RNK dednega zapisa. RT-PCR je v primerjavi z ELISA 
testom občutljivejši, natančnejši, zanesljivejši in cenejši. RT-PCR tehnika omogoča hitro in 
natančno diagnozo, vendar je zmožna detekcije le že znanih virusov. Vsak test je specifičen 
za en ali manjše število virusov (Jones in sod., 2017) 
RT-PCR je tehnika z dvema reakcijama. Reakcija reverzne transkripcije je prvi korak, sledi 
verižna reakcija s polimerazo (Polymerase chain reaction, PCR). Metoda je primerna za 
določanje rastlinskih virusov, ki so prisotni v nizkih koncentracijah ali so neenakomerno 
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razporejeni v rastlinskem tkivu (Wetzel in sod., 2002). Poznamo pa tudi RT-PCR v realnem 
času (RT-qPCR) (Osman in Rowhani, 2006), ki je hitrejša, bolj specifična in občutljivejša 
metoda v primerjavi z ostalimi metodami ter omogoča kvantifikacijo virusa (Gachon in sod., 
2004).  
2.6.4 NGS 
NGS (Next generation sequencing) tehnologija postaja vodilna metoda v raziskavi virusov na 
različnih področjih. RT-PCR je zmožen detekcije že znanih virusov. Če nimamo ustreznih 
metod, je lahko iskanje neznanih virusov dolgotrajno in drago. Razvoj NGS metode, ki je 
sposobna hkratne detekcije več virusov v okuženem materialu, se je izkazala kot velika 
pridobitev pri ugotavljanju prisotnosti virusa v rastlinskem materialu, ki ne kaže značilnih 
znakov okužbe ali pa so ti neprisotni in se razvijejo le v sookužbi več virusov hkrati (Jones in 
sod., 2017). V zadnjih letih smo pridobili ogromno novega znanja s področja virusov, ki 
okužujejo vinsko trto ravno zaradi NGS metode, katera je pripomogla k prepoznavi in 
karakterizaciji novih virusov (Glasa in sod., 2014). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
Vzorci sort `Cipro`, `Pokalca`, `Rebula`, `Malvazija`, `Poljšakica`, `Volovnik` so bili v letu 
2017 odbrani v Ampelografskem parku Kromberk.. Iz novo odgnalih listov iz rozg, ki smo jih 
imeli v vodi, smo izolirali RNK. Skupno število vzorcev je bilo 22. Trije vzorci so bili odbrani 
za sorte `Cipro`, `Malvazija` in `Volovnik`, dva vzorca sta bila odbrana za sorto `Rebula`, 
eden vzorec je bil odbran za sorti `Pokalca` in `Poljšakica`. 9 vzorcev je bilo odbranih za sorto 
`Zeleni Sauvignon`. V primeri več odbranih vzorcev za isto sorto, so bili vzorci odvzeti iz 
različnih rastlin. Pri vseh vzorcih smo preverili prisotnost virusa GPGV in viroida GYSVd-1 
z RT-PCR metodo.  
Preglednica 3: Pregled imena vzorcev, sorte pri katerih so bili vzorci odbrani in kraj odbiranja vzorcev 
Ime/kolekcija Sorta Kraj 
Cipro AV1 `Cipro` Ampelografski vrt Kromberk 
Cipro AV2 `Cipro` Ampelografski vrt Kromberk 
Cipro AA3 `Cipro` Ampelografski vrt Kromberk 
Rebula 2TR `Rebula` Ampelografski vrt Kromberk 
Rebula GPGV `Rebula` Ampelografski vrt Kromberk 
Pokalca AV `Pokalca` Ampelografski vrt Kromberk 
Malvazija AV1 `Malvazija` Ampelografski vrt Kromberk 
Malvazija AV3 `Malvazija` Ampelografski vrt Kromberk 
Malvazija AV4 `Malvazija` Ampelografski vrt Kromberk 
Poljšakica AV `Poljšakica` Ampelografski vrt Kromberk 
Volovnik AV1 `Volovnik` Ampelografski vrt Kromberk 
Volovnik AV3 `Volovnik` Ampelografski vrt Kromberk 
Volovnik AV4 `Volovnik` Ampelografski vrt Kromberk 
Zsauv_sim1 `Zeleni Sauvignon` Ampelografski vrt Kromberk 
Zsauv_sim2 `Zeleni Sauvignon` Ampelografski vrt Kromberk 
Zsauv_sim3 `Zeleni Sauvignon` Ampelografski vrt Kromberk 
Zsauv_nes1 `Zeleni Sauvignon` Ampelografski vrt Kromberk 
Zsauv_nes2 `Zeleni Sauvignon` Ampelografski vrt Kromberk 
Zsauv_nes3 `Zeleni Sauvignon` Ampelografski vrt Kromberk 
Zsauv_VF1 `Zeleni Sauvignon` Ampelografski vrt Kromberk 
Zsauv_VF2 `Zeleni Sauvignon` Ampelografski vrt Kromberk 
Zsauv_VF3 `Zeleni Sauvignon` Ampelografski vrt Kromberk 
Imena vseh vzorcev (preglednica 3) se začnejo z imenom sorte, na katerih smo preverili 
okužbo z virusom GPGV. V primeru sorte `Zeleni Sauvignon` smo ime vzorca skrajšali v 
Zsauv. AV je kratica za ampelografski vrt, v katerem so bili vzorci sort vinske trte nabrani. V 
primeru večih vzorcev iste sorte smo dodali še številko trte. Vzorca sorte `Rebula` imata 
dodano k imenu sorte še 2TR, kar označuje trto število 2 in GPGV, kar pomeni, da je okužba 
virusa GPGV na tej trti že prisotna. Vzorce sorte `Zeleni Sauvignon` smo poimenovali z 
dodatkom _sim, ki označuje vzorce odbrane s trt z bolezenskimi znaki, dodatek _nes označuje 
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tiste, odbrane s trt brez bolezenskih znakov, dodatek _VF pa označuje vzorce odbrane s trt, ki 
so potrjeno brez virusne okužbe. Imena vzorcev pri ugotavljanju okužbe z viroidom GYSVd-
1 so ista kot pri vzorcih pri virusni okužbi s tem, da pri okužbi z viroidom nismo imeli 
vključenih vzorcev sorte `Zeleni Sauvignon`.  
Od skupno 9 vzorcev sorte `Zeleni Sauvignon` so bili trije vzorci odbrani na rastlinah z 
bolezenskimi znaki, trije so bili odbrani na rastlinah brez bolezenskih znakov in trije so bili 
odbrani na rastlinah, ki so bile potrjene, da niso okužene z nobenim virusom. Na vseh smo 
preverili okužbo z virusom GPGV.  
Imena vzorcev (preglednica 5) pri ugotavljanju okužbe z viroidom GYSVd-1 so ista kot pri 
vzorcih pri virusni okužbi s tem, da pri okužbi z viroidom nismo imeli vključenih vzorcev 
sorte `Zeleni Sauvignon`. 
3.2 PRIPRAVA ZAČETNIH OLIGONUKLEOTIDOV IN RT-PCR 
Za identifikacijo odbranih vzorcev trt smo pri podjetju Qiagen naročili začetne oligonukletide, 
katerim smo določili zaporedje na osnovi predhodno identificiranih virusov in viroidov s 
postopkom sekvenciranja malih RNK. Začetne oligonukletide smo dobili v liofilizirani obliki. 
Za identifikacijo virusa GPGV smo prejeli dva para začetnih oligonukletidov (preglednica 4), 
za identifikacijo viroida GYSVd-1 pa smo prejeli en par začetnih oligonukleotidov 
(preglednica 5). Priprava založne raztopine začetnih oligonukletidov je potekala pri vseh 
enako. K začetnim oligonukletidom smo dodali ustrezno količino pufra TdE (IDT), tako da je 
bila koncentracija založne raztopine 500 µM. Delovno raztopino smo pripravili iz založne 
raztopine, ki smo jo razredčili z vodo, katera ni vsebovala nukleaz (Nuclease free water). 
Redčili smo v razmerju 1 : 49 (založna raztopina začetnega oligonukletida : voda brez nukleaz) 
in tako pridobili 10 µM delovno raztopino začetnih oligonukleotidov, ki smo jo v nadaljnjem 
delu uporabili v reakciji RT-PCR. Za identifikacijo virusa GPGV smo uporabili pare začetnih 
oligonukletidov GPGV-Det-F1 in GPGVDet-R1, GPGV-Mer-F1 in GPGVMer-R1. Prvi par 
začetnih oligonukletidov naj bi pomnožil nukletidno zaporedje proteinskega plašča (CP), 
drugi par pa zaporedje za gibalni protein (MP). Za identifikacijo viroida GYSVd-1 smo 
uporabili začetna oligonukletida 342P in 341Lj_M, ki naj bi pomnožila celoten genom 
patogena. 
Preglednica 4: Oznaka začetnih oligonukletidov, ki smo jih uporabili za pomnožitev virusa GPGV, njihovo 
zaporedje in temperatura prileganja začetnega oligonukletida k vzorcu 
Oznaka oligonukleotida Pomnoženo 
zaporedje 
Nukleotidno zaporedje 
(`5 - `3) 
Temperatura 
prileganja 
GPGV-Det-F1 CP TGGTCTGCAGCCAGGGGACA 58 °C 
GPGV-Det-R1 CP TCACGACCGGCAAGGAAGGA 58 °C 
GPGV-Mer-F1 MP GGAGTTGCCTTTGTTTACGA 58 °C 
GPGV-Mer-R1 MP GTACTTGATTCGCCTCGCTCA 58 °C 
Reverzna transkriptaza katalizira DNK sintezo in za matrico uporabi RNK molekulo. Končni 
rezultat tega je komplementarna DNK (cDNK), kar pa zahteva tri različne encimske 
aktivnosti. Najprej deluje RNK odvisna DNK polimeraza, ki sintetizira cDNK 
(komplemenarna DNK), ribonukleaza v naslednjem koraku hidrolizira fosfodiestersko vez 
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matrične RNK molekule, kar povzroči njen razpad. Od matrične RNK molekule ostane krajša 
sekvenca, pri kateri začne od DNK odvisna DNK polimeraza sintetizirati novo dvojno 
vijačnico. Novonastalo dvojno vijačnico lahko imenujemo tudi virusna DNK (vDNK). Sam 
encim oziroma skupek encimov je zelo uporabno orodje pri raziskavah v molekularni 
biologiji. Prav tako je reverzna transkriptaza uporabno orodje retrovirusov, ki povzročajo 
dolgotrajne okužbe, ki se jih težko znebimo. 
Preglednica 5: Oznaka začetnih oligonukletidov, ki smo jih uporabili za pomnožitev viroida GYSVd-1, njihovo 
zaporedje in temperatura prileganja 
Oznaka oligonukleotida Pomnoženo 
zaporedje 
Nukleotidno zaporedje 
(`5 - `3) 
Temperatura 
prileganja 
342P Celoten genom CAATCCCCGGAACCCCCGCT 58 °C 
341Lj_M Celoten genom CACTCGCGGGGCGCGTTGGT 58 °C 
Namnoževanje RNK fragmenotv je potekalo z RT-PCR (reverse transcritase polymerase chain 
reaction). V PCR epruvete smo odpipetirali po 1 mikroliter vzorca RNK vsake trte in  
centrifugirali, da je RNK odtekla s sten.Vsak vzorec RNK smo odpipetirali v svojo PCR 
epruveto. Dodali smo RT-PCR mešanico, ki smo ji pripravili v 1,5 ml centrifugirki. Uporabili 
smo ddH2O, 5x RT-PCR (Qiagen) pufer, 10 mM deoskinukletide (dATP, dCTP, dGTP, 
dTTP), 5x Q Solution (Qiagen), ustrezen par začetnih oligonukleotidov (50 µM) in encimsko 
mešanico (Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme Mix). Po dodatku mešanice k vzorcu smo PCR 
epruvete vrtinčili in dali v centrifugo, da se je mešanica dobro premešala in odtekla s sten 
centrifugirke. V vsako izmed označenih PCR epruvet smo odpipetirali 24 µM pripravljene 
RT-PCR mešanice in dodali še 1 µM RNK vzorca ustrezne sorte vinske trte. Končni volumen 
je tako znašal 25 µM (preglednica 6). Reagente in RNK vzorce trt smo ves čas priprave hranili 
na ledu.  
Posamezne komponentne RT-PCR kompleta proizvajalca Qiagene so pripraveljne iz več 
reagentov. 5x pufer je sestavljen iz Tris Cl, KCl, (NH4)2SO4, 12,5 mM MgCl2 in DTT 
(ditiotreitol). pH pufra je 8,7 pri temperaturi 20 °C. Encimska mešanica je sestavljena iz 
naslednjih komponent: 20 mM Tris·Cl, 100 mM KCl, 1 mM ditiotreitol (DTT), 0,1 mM 
EDTA, 0,5 % (v/v) Nonidet P-40, ki je neionski detergent, ki zavira denaturacijo, 0,5 % (v/v) 
Tween® 20, in 50 % glicerol (v/v). pH mešanice je 9,0 pri temperaturi 20 °C. Encimi v 
mešanici so reverzne trasnkriptaze in DNK polimeraze.  
Deionizirana voda je medij, v katerem potekajo reakcije, RT-PCR pufer (5x Qiagen OneStep 
RT-PCR Buffer) vzdržuje ustrezen pH raztopine in zagotavlja ustrezno okolje za delovanje 
encimov (reverzna transkriptaza in DNK-polimeraza). Reagent 5x Q-Solution je dodatek, ki 
vpliva na nukleinske kisline in je specifičen glede na proizvajalca. dNTP-ji so gradniki 
novonastale cDNK molekule, ki jih DNK-polimeraza dodaja na denaturirano DNK molekulo. 
Začetna oligonukleotida določata na katerem mestu bo DNK polimeraza začela s sintezo 
komplementarne verige. Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme Mix je mešanica encimov 
proizvajalca Qiagen, ki delujejo v celotni RT-PCR reakciji.  
Vzorce smo v PCR epruvetah (Applied Boisystems) dali v PCR napravo za ciklično 
termostatiranje Applied Boisystems 2720. Prvih 8 vzorcev je bilo razporejenih v prvem 
stolpcu (1A do 1H), deveti in deseti vzorec je bila voda za kontrolo, pa v naslednji stolpec (2A 
in 2B). V stolpcu je bil 1 µM vzorčne RNK molekule in 24 ul RT-PCR mešanice. 
Pomnoževanje je potekalo po sledečem temperaturnem profilu: reverzna transkripcija 30 
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minut pri 5 °C; začetna denaturacija 15 min pri 95 °C; 5 ciklov: 94 °C 30 s, 63 °C 30 s, 72 °C 
1 min; 30 ciklov: 94 °C 30 s, 58 °C 30 s, 72 °C 1 min; končno podaljševanje verig, 8 min pri 
72 °C  
Preglednica 6: Količina posameznih reagentov za pripravo RT-PCR mešanice. Količina mešanice je pripravljena 
glede na število vzorcev. 
Reagenti Volumen na vzorec [µL] Volumen za 17 vzorcev [µL] 
Rnase-free water 11,4 193,8 
5x Qiagene OneStep RT-PCR 
pufer 
5,0 85 
dNTP Mix (10 mM vsakega) 1,0 17 
5X Q-Solution 5,0 85 
Začetni oligonukleotid 0,3 5,1 
Začetni oligonukleotid 0,3 5,1 
Qiagen OneStep RT-PCR 
Enzyme Mix 
1,0 17 
RNK vzorec 1,0 / 
Skupni volumen 25 µL 366 µ 
3.3 AGAROZNA ELEKTROFOREZA 
Uspešnost RT-PCR reakcije smo preverili z agarozno elektroforezo. Od posameznega vzorca 
smo najprej odpipetirali 10 µL (od skupno 25 µL) in mu dodali barvilo bromtimol modro. 
PCR epruvete z obarvanimi vzorci smo vrtinčili in centrifugirali, da se je barvilo v vzorcu 
enakomerno razporedilo in da je celotna tekočina stekla s sten epruvet. Že vnaprej smo 
pripravili 1,4 % agarozni gel, na katerega smo z multikanalno pipeto prenesli obarvane vzorce. 
Agarozni gel smo pripravili iz agaroze (Duchefa Biochemie), TBE(tris/boratni/EDTA) pufra 
in deionizirane vode. Mešanico smo raztopili v mikrovalovni pečici in jo pustili, da se nekoliko 
ohladi. Dodali smo etidijev bromid. Etidijev bromid (EtBr) fluorescira pod UV svetlobo, ko 
se poveže z DNK ali RNK molekulo. Pri delu z EtBr moramo obvezno uporabljati zaščitne 
rokavice, saj je snov mutagena in lahko povzroči spremembe dednega materiala. Mešanico 
smo vlili v kalup, na katerega smo že prej namestili glavnik, ki ustvari žepke v gelu. Po 20 
minutah smo iz strjenega gela odtranili glavnik in gel prenesli v elektroforezno kadičko.  
Elektroforezna kadička vsebuje anodo in katodo, kateri lahko priključimo na napetost. Med 
elektrodama se ustvari električno polje, ki omogoča, da molekule potujejo po gelu. Nukleinske 
kisline so negativno nabite molekule in potujejo proti pozitivni elektrodi (katoda). Večje 
molekule potujejo počasneje od manjših. Ker bodo morebitni pomnožki približno enako velike 
molekule, bodo vsi prepotovali približno enako razdaljo na gelu. Ko smo gel prenesli v posodo 
s puferno raztopino, smo v prvi žepek dodali 5 µM nukleinskega standarda 1000 bp 
(ThermoFischer). 12 µl vzorca smo z multikanalno pipeto prenesli v naslednje žepke. 
Elektroforeza je potekala pri napetosti 120 V približno eno uro. 
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3.4 ČIŠČENJE POMNOŽENIH VZORCEV 
Vzorce, ki so se pomnožili na gelu, smo morali za nadaljnjo analizo najprej očistiti. Iz 
preostanka vzorcev, ki ga nismo nanesli na gel (15 ul), smo najprej izločili tiste, ki se niso 
pomnožili. Od vsakega pomnoženega vzorca smo odpipetirali 5 uL vzorca in mu dodali 
mešanico različnih reagentov. FastAP (Thermofischer) je alkalna fosfataza, ki v alkalnem 
mediju katalizira hidrolizo organskih monofosfatnih estrov oziroma defosforilira 3` in 5` 
dNTP molekule, katera se ni več sposobna vezati v verige. Eksonukleaze (Exo I) povzročijo 
razpad preostalih začetnih oligonukletidov. 1x pufer ohranja alkalen pH raztopine. Vsakemu 
vzorcu na plošči smo dodali 2 µL čistilne mešanice. Skupni volumen vzorca in čistilne 
mešanice je znašal 7 µL (preglednica 7). Ploščo smo vrtinčili in centrifugirali, da je tekočina 
odtekla s sten epruvet. Plošče smo prenesli v napravo za ciklično termostatiranje Applied 
Biosystems 2720. Čiščenje vzorcev je potekalo po sledečem temperaturnem protokolu: 
inkubacija, 45 min pri 37 °C; inaktivacija encimov, 15 min pri 80 °C; ohlajanje  na 4 °C 
Preglednica 7 Količina posameznih reagentov za pripravo mešanice za očiščenje vzorcev. 
Reagent Volumen na vzorec [µL] Volumen za 14 vzorcev [µL] 
Exo I (eksonukleaza) 0,5 7,0 
1X PCR pufer 0,1 1,4 
Skupni volumen 1,4 19,6 
3.5 RIPRAVA VZORCEV NA SEKVENČNO REAKCIJO IN SEKVENČNA 
REAKCIJA 
Očiščene vzorce smo v naslednjem koraku pripravili za Sangerjevo sekvenciranje. Najprej 
smo pripravili mešanico reagentov za sekvenčno reakcijo (preglednica 8), ki je sestavljena iz 
deionizirane vode (brez sledi RNKaze in DNKaze), 5x pufer, začetne oligonukleotide in 
razredčen  BigDye® reagent. Pufer zagotavlja optimalno okolje za delovanje BigDye® 
reagenta, ki je sestavljen iz deoksi- in dideoksinukletidov ter DNK polimeraze. Sekvenciranje 
lahko poteka samo v eni smeri, zato smo morali pripraviti mešanico za sekvenčno analizo za 
vsak začetni oligonukleotid posebej. Prva mešanica je vsebovala začetni oligonukleotid, ki je 
omogočal sekvenciranje s `5 konca, druga pa s `3. Polovico očiščenega vzorca (3,5 uL) smo 
odpipetirali v nove PCR epruvete. Prvi seriji vzorcev smo dodali 6,5 ul mešanice z ` 5 začetnim 
oligonukleotidom, drugi seriji vzorcev pa 6,5 ul mešanice z `3 začetnim nukleotidom. Vse 
vzorce smo vrtinčili, da pride celotna mešanica v stik z vzorci in centrifugirali, da je tekočina 
stekla s sten PCR epruvet. Ploščo z vzorci smo prenesli v napravo za ciklično termostatiranje 
Applied Biosystems 2720. Sekvenciranje je potekalo po sledečem temperaturnem protokolu: 
inkubacija, 3 min pri 96 °C, 99 ciklov: denaturacija pri 96 °C 10 s, prileganje pri 50 °C 10 s, 
podaljševanje pri 60 °C 4 min; končno podaljševanje verig, 7 min pri 72 °C, ohlajanje na 4 
°C. 
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Preglednica 8: Količina posameznih reagentov za sekvenčno reakcijo 
Reagent Volumen na vzorec [µL] Volumen za 14 vzorcev [µL] 
ddH2O  3,8 41,8 
5X PCR pufer 2,0 22,0 
Začetni oligonukleotid 0,2 2,2 
BigDye 0,5 5,5 
Skupni volumen 6,5 71,5 
Preden smo poslali vzorce na analizo, smo jih morali očistiti. Najprej smo jih precipitirali z 
etanolom in EDTA in jih nato na kratko cetrifugirali, da je tekočina stekla z sten PCR epruvet. 
K vsakemu vzorcu smo dodali 2,5 uL 125 mM EDTA in 30 ul absolutnega (96 %) etanola. 
Kratko centrifugiranje smo ponovili, da sta etanol in EDTA prišla v stik z vzorcem. Sledila je 
priprava vzorcev za nanos na kapilarno elektroforezo. Celoten volumen (vzorec + etanol + 
EDTA) smo prenesli 96-mestne plošče (MicroAmp R Optical 96-Well Reaction Plate) in 
pokrili s samolepilno folijo. Ploščo smo nekajkrat obrnili (5-10x) in jo 15 minut zaščiteno pred 
svetlobo inkubirali pri sobni temperaturi. Po 15 minutah smo ploščo prenesli v centrifugo 
(Eppendorf Centrifuge 5810 R) in centrifugirali 55 minut pri 4 °C, pri 3700 obratih na minuto. 
To je maksimalna hitrost, ki jo dopušča nastavek, s katerim centrifugiramo 96-mestne plošče. 
Centrifugo smo morali zelo natančno nasprotno utežiti. Po centrifugiranju smo etanol odlili z 
hitrim gibom navzdol nad umivalnikom. Ploščo smo obrnjeno navzdol za 2 minuti pri 190x g 
ali 1100 obratov na minuto centrifugirali na papirju, da je odtekel še preostali etanol. Ploščo 
smo nato zaščiteno pred svetlobo inkubirali 5 minut pri sobni temperaturi. Vzorec oziroma 
DNK molekulo smo za tem raztopili v 12 µl formamida in prelepili z samolepilno folijo. 
Formamid je močan denaturant, ki poruši strukturo dvojne vijačnice. Tako pripravljene vzorce 
smo poslali na Oddelek za zootehniko (Groblje 3, Domžale), kjer so jih analizirali na 
avtomatskem sekvenatorju ABI3130XL (Applied Biosystems).  
3.6 ANALIZA REZULTATOV 
Rezultate sekvenciranja smo prejeli po elektronski pošti v obliki kromatogramskih datotek. 
Vsak vzorec smo podvajali z dvema začetnima oligonukletidoma, ki sta imela svojo mesto 
prileganja na različnih koncih (»forward« in »reverse«) vzorčne RNK molekule. Tako smo pri 
vsakemu vzrcu pridobili dve datoteki. Datoteko smo odprli z licenčnim programskim paketom 
programom CodonCode Aligner (CodonCode Coproration). Program CodonCode Aligner 
omogoča združevanje zaporedij, urejanje sosesk (contig-ov) in zaznavanje mutacij. V 
programu smo najprej izločili slabe dele zaporedja, katera so se v večini nahajala na začetku 
in koncu zaporedja (slika 8). V naslednjem koraku smo ti dve zaporedji združili z ukazom 
'Assemble'. Združitev obeh zaporedij istega vzorca posekvenciranih iz različnih koncev, nam 
je omogočila, da smo popravili še ostale nejasne signale, ki so morda še ostali. Končni rezultat 
so bile urejene sekvence, ki smo jih lahko uporabili v nadaljnji analizi.  
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Slika 8: Označeni slabi signali na začetku zaporedja pri vzorcu Cipro AV2, ki se je pomnožil z začetnim 
oligonukletidom GPGV -Det-F1. 
Pri filogenetski analizi smo urejena zaporedja naših vzorcev pretvorili v FASTA format, 
poravnali in primerjali z že znanimi zaporedji. Vzorce v obliki datoteke fasta smo analizirali 
z orodjem BLASTn v bazi podatkov NCBI (National Center for Biotechnology Information). 
Orodje BLASTn omogoča primerjavo dobljene sekvence z že znanimi sekvencami iz baze 
podatkov in določi, za katero vrsto organizma gre. Dobljene rezultate lahko odpremo v obliki 
filogenetskega drevesa. Orodje BLASTn deluje samo v angleščini, zato imamo imena izolatov 
na dendrogramih izpisana v angleškem jeziku.  
Na izrisanem filogenetskem drevesu smo izbrali skupino, kateri je pripadal naš vzorec in drugi 
izolati, ki so sorodstveno najbližje našemu vzorcu. Sledila je poravnava nukleotidnega 
zaporedja naših vzorcev z nukleotidnim zaporedjem vzorcev, ki so v isti skupini v 
filogenetskem drevesu. Poravnava zaporedij je pokazala, na katerih mestih v zaporedju pride 
do razlik med našimi vzorci in vzorci iz baze podatkov (NCBI) (slika 9). 
 
Slika 9: Primer poravnave zaporedja vzorca Cipro AV1 (GPGV-Det-F1, GPGV-Det-R1) z zaporedjem izolata 
JES-G22. Zaporedje Query predstavlja zaporedje vzorca Cipro AV1 in zaporedje Sbjct predstavlja zaporedje 
izolata JES-G22. Zaporedji se ujemata v 98,3 % in se poravnata na 460. mestih. 
V zadnjem koraku smo s programom CLC Workbench 11.0.1 poravnali dobljena zaporedja 
med seboj in izrisali dendrograme za raziskovane vzorce. Poravnava in izris dendrograma je 
bila narejena posebej za vrsto patogena in izbiro začetnega nukleotida. Vzorce smo tako v 
datoteki fasta uvozili v program in najprej shranili datoteko v samem programu. Pod zavihkom 
Toolbox smo izbrali Aligment and trees (slo.: Poravnava in drevesa), nakar smo najprej 
naredili poravnavo (priloga B) zaporedij z ukazom Create alligments (slo.: Opravi poravnavo). 
Po opravljeni poravnavi smo izrisali še dendrogram, kjer smo v vodiču Tree construction 
method (slo.: metode izdelave drevesa) izbrali koeficient razdalje Jukes-cantor (UPGMA).  
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4 REZULTATI 
4.1 ANALIZA VZORCEV OKUŽENIH Z VIRUSOM GPGV  
Vzorce okužene z virusom GPGV smo z RT-PCR metodo analizirali z dvema paroma 
specifičnih začetnih oligonukleotidov, in sicer GPGV-Det-F1, GPGV-Det-R1, ter GPGV-
Mer-F1, GPGV-Mer-R1 z RT-PCR metodo. Katerim vzorcem so se uspešno pomnožila delna 
zaporedja, smo preverili z agarozno elektroforezo (preglednica 9).  
Preglednica 9: Pregled vzorcev in prisotnost virusa GPGV pri posameznih vzorcih. Znak + označuje, pri katerih 
vzorcih so dobili pomnožke na agaroznem gelu pod UV svetlobo, znak – označuje vzorce, pri katerih pomnožkov 
nismo dobili.  
Vzorec GPGV- Det-F1, GPGV-Det-R1 GPGV-Mer-F1, GPGV-Mer-R1 
Cipro AV1 + + 
Cipro AV2 + + 
Cipro AV3 + + 
Rebula 2TR + + 
Rebula GPGV + + 
Pokalca AV + + 
Malvazija AV1 + + 
Malvazija AV3 - - 
Malvazija AV4 - - 
Poljšakica AV3 + + 
Volovnik AV3 - - 
Volovnik AV4 + + 
Volovnik AV5 - - 
Zsauv_sim1 + + 
Zsauv_sim2 + + 
Zsauv_sim3 + + 
Zsauv_nes1 + + 
Zsauv_nes2 + + 
Zsauv_nes3 + + 
Zsauv_VF1 - - 
Zsauv_VF2 - - 
Zsauv_VF3 - - 
4.1.1 ANALIZAVZORCEV POMNOŽENIH Z ZAČETNIMI OLIGONUKLEOTIDI 
GPVG-Det-F1 IN GPGV-Det-R1 
Vsem vzorcem , ki smo jih pomnožili z začetnimi oligonukleotidi GPGV-Det-F1 in GPGV-
Det-R1 (preglednica 9) (slika 10), smo nadalje določili nukleotidno zaporedje z metodo po 
Sangerju. Dobljena zaporedja, ki smo jih analizirali s programom CodonCode Aligner, so bila 
dolga 553 bp pri vzorcih Cipro AV1, Cipro AV2, Cipro AV3, Rebula 2TR, Rebula GPGV, 
Pokalca AV, Malvazija AV1 in Volovnik AV4 (priloga B). Vzorcu Poljšakica AV3 pa, kljub 
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potrjeni prisotnosti virusa GPGV z RT-PCR metodo in agarozno elektroforezo, nismo uspeli 
določiti nukletidnega zaporedja in smo ga izključili iz nadaljnje analize.  
 
Slika 10: Fotografija agaroznega gela vzorcev pomnoženih z parom začetnih oligonukletidov GPGV-Det-F1 in 
GPGV-Det-R1.  Vzorci si sledijo od leve proti desni: 1-Cipro AV1, 2-Cipro AV2, 3-Cipro AV3, 4-Rebula2TR, 
5-Rebula GPGV, 6-Pokalca AV, 7-Rebula2TR (nesvež rastlinski material in izločen iz nadaljnje analize), K-
Kontrola (destilirana voda), 9-Malvazija AV1, 10-Malvazija AV3, 11-Malvazija AV4, 12-Poljšakica AV3, 13-
Volovnik AV3, 14-Volovnik AV4, 15-Volovnik AV5. 
S primerjavo 553 bp dolgega zaporedja vzorcev pri katerih smo potrdili prisotnost virusa 
GPGV z RT-PCR kaže, da se le-ta na večih mestih razlikujejo (priloga B). Na dendrogramu 
je razvidno, katera zaporedja vzorcev so si med seboj bolj podobna in katera manj (priloga C).  
Zaporedji vzorcev Cipro AV1 in Malvazija AV3 sta identični, medtem, ko vidimo dokaj veliko 
razliko med vzorcema iste sorte (`Rebula`) Rebula 2TR in Rebula GPGV.  
S parom začetnih oligonukleotidov smo uspešno pomnožili šest vzorcev sorte `Zeleni 
Sauvignon`. Pomnožkov nismo dobili pri vzorcih trt, ki so bile predhodno z ELISA testom 
potrjeno brez okužbe virusov (slika 11). Nukleotidna zaporedja vzorcev sorte `Zeleni 
Sauvignon`, ki so bili odbrani na trtah z bolezenskimi znaki, so ob uporabi začetnih 
nukleotidov GPGV-Det-F1 in GPGV-Det-R1 identična. Enako velja za vzorce, ki so bili 
odbrani na trtah brez bolezenskih znakov.  
 
Slika 11: Fotografija agaroznega gela vzorcev sorte `Zeleni Sauvignon`, ki so se pomnožili s parom začetnih 
oligonukleotidov GPGV-Det-F1 in GPGV-Det-R1. Na prvem mestu je nukleinski standard (1000 bp), sledijo pa 
1-Zsauv_sim1, 2-Zsauv_sim2, 3-Zsauv_3, 4-Zsauv_nes1, 5-Zsauv_nes2, 6-Zsauv_nes3, 7-Zsauv_VF1, 8-
Zsauv_VF2 in 9-Zsauv_VF3, 10-Kontrola (deo. H2O)  
Natanko 553 nukleotidov dolga zaporedja vzorcev z in brez bolezenskih znakov sorte `Zeleni 
Sauvignon` se na celotnem poravnanem zaporedju razlikujejo na šestih mestih zaporedja 
(priloga E). Do razlik pride na 37., 82., 97., 112., 362. in 464. mestu . Zaporedja vzorcev sorte 
`Zeleni Sauvignon` z bolezenskimi znaki imajo na teh mestih bazo gvanin, vzorci brez 
bolezenskih znakov pa imajo na teh mestih bazo adenin. Na 362. mestu imajo vzorci z 
bolezenskimi znaki nukleotidno bazo citozin, vzorci brez bolezenskih znakov pa nukleotidno 
bazo timin.  
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4.1.1.1 Cipro AV1 
Po primerjavi zaporedij v bazi podatkov NCBI z orodjem BLASTn ugotavljamo, da se 
nukletidno zaporedje vzorca Cipro AV1 najbolj ujema z zaporedjem italijanskega izolata JES-
G22 (slika 12). Zaporedji se poravnata po dolžini 460 bp. Na poravnani dolžini zaporedja je 
med njima 8 razlik v nukleotidnih bazah. Vzorca se ujemata v 98,3 %. Izolat JES-G22 je bil 
leta 2016 potrjen na sorti `Glera`, ki raste v vinogradih v okolici Trbiža (it.: Treviso).  
 
Slika 12: Dendrogram vzorca Cipro AV1 
4.1.1.2 Cipro AV2 
Nukletidno zaporedje vzorca Cipro AV2 se najbolj ujema z izolatom ZA(PA)P2 (LN606728) 
(slika 13), ki je bil leta 2013 identificiran v enem izmed vinogradov v italijanski provinci 
Trentino na sorti `Sivi pinot`, ki je kazala znake okužbe. Vzorcu so določili 549 nukletidov 
dolgo zaporedje. Poravnava z vzorcem Cipro AV2 poteče na 549 mestih in razkrije 9 razlik 
med zaporedjema. Zaporedji se  ujemata v 98,36 %.   
 
Slika 13: Dendrogram vzorca Cipro AV2 
4.1.1.3 Cipro AV3 
Nukleotidno zaporedje vzorca Cipro AV3 se najbolj ujema z italijanskim izolatom KU845376 
(MA-G53) (slika 14), ki je bil odkrit leta 2016 na vinski trti sorte `Glera`. Poravnava poteče 
na 460 mestih in sicer se zaporedje našega izolata poravna med mestoma 58 in 517.  Na 
poravnanem delu zaporedja pride do 3 razlik. Zaporedji se  ujemata se v 99,3 % zaporedja  
 
Slika 14: Dendrogram vzorca Cipro AV3 
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4.1.1.4 Malvazija AV1 
Nukleotidno zaporedje vzorca Malvazija AV1 se tako kot zaporedje vzorca Cipro AV1 najbolj 
ujema z izolatom JES-G22 (slika 15), ki je bil leta 2016 določen na vzorcu sorte `Glera` iz 
okolice Trbiža. Zaporedji se  poravnata na 460 mestih. Na poravnanem delu zaporedja je med 
njima 8 razlik. Ujemata se v 98,3 % zaporedja.  
 
Slika 15: Dendrogram vzroca Malvazija AV1 
4.1.1.5 Pokalca AV 
Nukleotidno zaporedje vzorca Pokalca AV se najbolj ujema s španskim izolatom RQ111 
(MH019208) (slika 16), ki je bil odkrit na sorti `Tintotera` v regiji  Utiel-Requena v okolici 
Valencije. Izolatu RQ111 so določili 548 nukleotidov dolgo zaporedje. Na 548 mestih 
poravnanih zaporedij najdemo 8 razlik med izolatom RQ111 in Pokalca AV. Zaporedji se 
ujemata v 98,5 %.  
 
Slika 16: Dendrogram vzorca Pokalca AV 
4.1.1.6 Volovnik AV4 
Nukleotidno zaporedje vzorca Volovnik AV4 se najbolj ujema s španskim izolatom RQ111, 
ki je bil odkrit na sorti `Tintotera`. Poravnava zaporedij vzorcev RQ111 in Volovnik AV 
poteče na 548 mestih zaporedja in pokaže 8 razlik v zaporedju nukleotidov. Zaporedji se  
ujemata se v 98,5 %.  
 
Slika 17: Dendrogram vzorca Volovnik AV4 
32 
Beber A. Detekcija in karakterizacija virusa GPGV in viroida GYSVd-1 …  sortah …  trte (Vitis vinifera L.).  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2019  
 
 
 
4.1.1.7 Rebula 2TR 
Nukleotidno zaporedje vzorca Rebula2TR se najbolj ujema s španskim izolatom RQ111 (slika 
18), ki je bil določen na sorti `Tintotera`. Vzorci so bili odbrani iz vinogradov v znani španski 
vinski regiji Utiel-Requena iz okolice mesta Valencija. Poravnava poteče na 548 mestih. 
Primerjava poravnanega zaporedja vzorca Rebula2TR z zaporedjem izolata RQ111 razkrije 
10 razlik med njima. Ujemata se v 98,2 %.  
 
Slika 18: Dendrogram vzorca Rebula 2TR 
4.1.1.8 Rebula GPGV 
Nukleotidno zaporedje vzorca RebulaGPGV se najbolj ujema z italijanskima izolatoma MAN-
G41 in CHI-G29 (slika 19). Oba izolata sta bila potrjena na sorti `Glera` leta 2017. Vzorci so 
bili odbrani iz vinogradov v bližini Trbiža. Poravnava zaporedij z izolatom MAN-G41 poteče 
na 460 mestih. Na poravnanem delu zaporedij je med njima 5 razlik. Zaporedji se ujemata v 
98,9 %. Poravnava z izolatom CHI-G29 poteče prav tako na 460 mestih, vendar je med njima 
več razlik (7). Zaporedji se ujemata v 98,5 %.  
 
Slika 19: Dendrogram vzorca Rebula GPGV 
4.1.1.9 Vzorci sorte `Zeleni Sauvignon` 
Nukleotidna zaporedja vzorcev Zeleni Sauvignon z bolezenskimi znaki (Zsauv_sim1, 
Zsauv_sim2 in Zsauv_sim3) se najbolj ujemajo z izolatom RQ125 (MH019213) (slika 20). 
Izolat je bil odkrit na sorti `Tintotera`, vzorci so bili odbrani iz vinogradov znane vinske regije 
Utiel-Requena v okolici Valencije. Poravnava zaporedij vzorcev z bolezenskimi znaki sorte 
`Zeleni Sauvignon` z zaporedjem izolata RQ125 poteče na 548 mestih. Na poravnanem delu 
zaporedja opazimo 2 razliki. Zaporedji se  ujemajo v 99,6 %. Na dendrogramu so blizu še 
vzorci, ki so bili določeni v sosednji Italiji. Izolat CHI-G30 je bil odkrit na sorti `Glera` in ima 
določeno 460 mest dolgo zaporedje. Izolatu G15as, ki je bil detektiran prav tako na sorti 
`Glera`, so določili 489 mest dolgo zaporedje. Izolat VV-G36 je bil leta 2016 identificiran na 
sorti `Glera` in ima določenih 460 bp. Izolat GPGV_FEM01 je bil leta 2015 odkrit na rastlini 
bela lepnica (lat.: Silene latifolia subsp. alba (Mill.)) in bela metlika (lat.: Chenopodium album 
L.).  
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Slika 20: Dendrogram vzorcev sorte `Zeleni Sauvignon` z bolezenskimi znaki 
Nukleotidna zaporedja vzorcev Zeleni Sauvignon brez bolezenskih znakov (Zsauv_nes1, 
Zsauv_nes2 in Zsauv_nes3) se najbolj ujemajo z izolatom GPGV_FEM01 (Slika 21), ki je bil 
odkrit v Italiji leta 2015 na rastlini bela lepnica (lat.: Silene latifolia subsp. alba (Mill.)) in bela 
metlika (lat.: Chenopodium album L.). Izolatu so določili celotno dolžino genoma (7259 bp). 
Poravnava z zaporedjem naših vzrcev je potekla na 553 mestih, na katerih opazimo 11 razlik. 
Poravnana dela zaporedij se ujemata v 98%. Na dendrogamu najdemo v bližini našega vzorca 
še 2 izolata, ki sta bila identificirana v Italiji. Izolat G15as je bil določen na sorti `Glera`. 
Poravnava zaporedij poteče na 489 mestih, kar je tudi dolžina določenega zaporedja izolata 
G15as. Na tem delu zaporedja opazimo 6 razlik. Zaporedji se ujemata v 98,8 %. Izolat POV-
G34 je bil identificiran na sorti `Glera` in se z našim vzorcem poravna na 460 mestih, kar je 
tudi dolžina določenega zaporedja tega izolata. Med njima je 5 razlik. Zaporedji se ujemata v 
98,9 %.  
 
Slika 21: Dendrogram vzorcev sorte `Zeleni Sauvignon` brez bolezenskih znakov 
4.1.2 ANALIZA VZORCEV POMNOŽENIH Z ZAČETNIMI OLIGONUKLEOTIDI 
GPGV-Mer-F1 IN GPGV-Mer-R1 
Vsem vzorcem, ki smo jih pomnožili z začetnimi oligonukleotidi GPGV-Mer-F1 in GPGV-
Mer-R1 (slika 22), smo na osnovi sekvenciranja po Sangerju določili 722 bp dolga zaporedja. 
Začetni oligonukleotidi so pomnožili dele zaporedij pri vzorcih Cipro AV1, Cipro AV2, Cipro 
AV3, Rebula 2TR, Rebula GPGV, Pokalca AV, Malvazija AV1 in Volovnik AV4 
(preglednica 9). Vzorcu Poljšakica AV3 pa, kljub potrjeni prisotnosti virusa GPGV, nismo 
uspeli določiti nukletidnega zaporedja in smo ga izključili iz nadaljnje raziskave. 
Na 722bp dolgem zaporedju, izjema so vzorci Volovnik AV5, Pokalca AV in Cipro AV2, 
katerim smo določili 721 bp  dolga zaporedja, pride ob poravnavi zaporedja med vzorci do 
večih razlik (priloga F). Ponovno na dendrogramu opazimo identičnost zaporedij vzorca Cipro 
AV1 in Malvazija AV3 ter še večjo razliko med zaporedij iste sorte (`Rebula`), kot v primeru 
pomnoževanja zaporedij s parom začetnih oligonujleotidov GPVG-Det-F1 IN GPGV-Det-R1 
(priloga G).  
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S parom začetnih oligonukleotidov GPGV-Mer-F1 in GPGV-Mer-R1 smo uspešno pomnožili 
tudi šest vzorcev sorte `Zeleni Sauvignon`. Pomnožkov nismo dobili pri vzorcih trt, ki so bile 
predhodno na osnovi ELISA testa potrjeno brez okužbe virusov (slika 23). Nukleotidna 
zaporedja vzorcev sorte `Zeleni Sauvignon`, ki so bili odbrani na trtah z bolezenskimi znaki, 
so ob uporabi začetnih nukleotidov GPGV-GPGV-Mer-R1 identična. Enako so bila zaporedja 
vzorcev, ki so bila odbrana na trtah brez bolezenskih znakov, med seboj identična.  
 
Slika 22: Fotografija agaroznega gela vzorcev pomnoženih z parom začetnih oligonukletidov GPGV-Mer-F1 in 
GPGV-Mer-R1. Vzorci si sledijo od leve proti desni: 1-Cipro AV1, 2-Cipro AV2, 3-Cipro AV3, 4-Rebula2TR, 
5-Rebula GPGV, 6-Pokalca AV, 7-Rebula2TR (nesvež rastlinski material in izločen iz nadaljnje analize), 8-
Kontrola (destilirana voda), 9-Malvazija AV1, 10-Malvazija AV3, 11-Malvazija AV4, 12-Poljšakica AV3, 13-
Volovnik AV3, 14-Volovnik AV4, 15-Volovnik AV5. 
722 bp dolga zaporedja vzorcev z in brez bolezenskih znakov sorte `Zeleni Sauvignon` se na 
celotnem poravnanem zaporedju razlikuje na šestih mestih zaporedja. Do razlik pride na mestu 
23., 35., 95., 140., 413. in 515. (priloga D). Na 23. in 35. mestu imajo vzorci brez bolezenskih 
znakov bazo adenin, vzorci z bolezenskimi znaki pa imajo na teh dveh mestih bazo timin. Na 
95. mestu najdemo pri vzorcih z bolezenskimi znaki bazo citozin, pri vzorcih brez bolezenskih 
znakov jo zamenja timin. Na 140. mestu imajo vzorci z bolezenskimi znakov bazo adenin, ki 
jo pri vzorcih brez bolezenskih znakov zamenjana baza gvanin. Na 413. mestu imajo vzorci z 
bolezenskimi znaki bazo timin, ki jo pri vzorcih brez bolezenskih znakov zamenja citozin. Na 
515. mestu zaporedja bazo adenin pri vzorcih z bolezenskimi znaki zamenja baza gvanin pri 
vzorcih brez bolezenskih znakov.  
 
Slika 23: Fotografija agaroznega gela vzorcev sorte `Zeleni Sauvignon`, ki so se pomnožili s parom začetnih 
oligonukleotidov GPGV-Mer-F1 in GPGV-Mer-R1. Na prvem mestu je nukleinski standard (1000 bp), sledijo 
pa 1-Zsauv_sim1, 2-Zsauv_sim2, 3-Zsauv_3, 4-Zsauv_nes1, 5-Zsauv_nes2, 6-Zsauv_nes3, 7-Zsauv_VF1, 8-
Zsauv_VF2, 9-Zsauv_VF3 in 10-Kontrola 
4.1.2.1 Cipro AV1 
Nukleotidno zaporedje vzorca Cipro AV1 se najbolj ujema z izolatom GPGV-TN (slika 24), 
ki je bil leta 2015 identificiran na sorti `Touriga Nacional` v ZDA v zvezni državi Kalifornija. 
Izolatu so uspešno določili 7197 nukleotidnih baz dolgo zaporedje. 719 mest dolga poravnava 
zaporedij poteče med 5832. in 6550. mestom zaporedja izolata GPGV-TN in na celotni 
poravnavi pride do 12 razlik med zaporedjema. Zaporedji se ujemata v 98,3%.  
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Slika 24: Dendrogram vzorca Cipro AV1 
4.1.2.2 Cipro AV2 
Nukleotidno zaporedje vzorca Cipro AV2 se najbolj ujema z izolatom ZA(PA)P2 (slika 25), 
ki je bil leta 2013 identificiran v enem izmed vinogradov v italijanski provinci Trentino na 
trsu sorte `Sivi Pinot` z bolezenskimi znaki. Vzorcu so določili 549 nukletidov dolgo 
zaporedje. Poravnava poteče na 398 mestih. Zaporedje izolata se poravna od 1. do 398. mesta, 
zaporedje vzorca Cipro AV2 se poravna med mestom 324 in 721. Na poravnanem delu 
zaporedja opazimo 8 razlik. Zaporedji se  ujemata v 97,9 %.  
 
Slika 25:  Dendrogram vzorca Cipro AV2 
4.1.2.3 Cipro AV3 
Nukleotidno zaporedje vzorca Cipro AV3 se najbolj ujema s slovenskim izolatom 088/12 
(slika 26). Izolat so identificirali na sorti `Pinot Noir` in mu določili 1049 bp dolgo zaporedje. 
Izolat je bil identificiran v sklopu raziskave v kateri so potrdili prisotnost virusa GPGV v 
Sloveniji. Poravnava poteče po celotni dolžini zaporedja vzorca Cipro AV3 (722 bp). 
Zaporedje izolata 088/12 se poravna med mestoma 312 in 1033. Na poravnanem delu 
zaporedja je med njima 10 razlik. Zaporedji se ujemata v 98,9 %. Na izrisanem dendrogramu 
najdemo še 3 druge izolate. Izolat fvg-Is7, ki je bil leta 2018 identificiran v Italiji v bližini 
slovenske meje (Videm). Izolatu so določili 7079 bp dolgo zaporedje. Celotno zaporedje 
vzorca Cipro AV3 (722 bp) se poravna z zaporedjem izolata fvg-Is7 med mestoma 5883 in 
6604. Na poravnanem delu zaporedja opazimo 11 razlik. Zaporedji se  ujemata v 98,5 %. Izolat 
111/12 je bil identificiran v Sloveniji v isti raziskavi kot izolat 088/12. 1049 bp dolgo 
zaporedje izolata 111/12 se z 722 bp dolgim zaporedjem vzorca Cipro AV3 poravna med 312. 
in 1033. mestom. Med njima je 14 razlik. Zaporedji se ujemata v 98,1 %. Izolat LN-RG je bil 
leta 2018 identificiran na Kitajskem na jedilni sorti grozdja `Red Globe`. 750 bp dolgo 
zaporedje izolata LN-RG se z zaporedjem vzorca Cipro AV3 poravna med mestoma 287 in 
750. Poravnava poteče na 464 mestih in med njima je 9 razlik. Zaporedji se  ujemata v 98,1 
%.  
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Slika 26: Dendrogram vzorca Cipro AV3 
4.1.2.4 Malvazija AV1 
Nukleotidno zaporedje vzorca Mavazija AV1 se najbolj ujema z izolatom GPGV-TN, ki je bil 
identificiran na sorti `Touriga Nacional` v ZDA (slika 27). 7197 bp dolgo zaporedje 
ameriškega izolata se z našim vzorcem poravna na 719 mestih in sicer med mestoma 5832 in 
6550, do razlik pa pride na 12 mestih. Zaporedji se  ujemata v 98,3 %.  
 
Slika 27: Dendrogram vzorca Malvazija AV1 
4.1.2.5 Pokalca AV 
Nukleotidno zaporedje vzorca Pokalca AV se najbolj ujema z izolati iz Španije. Gre za izolate 
RQ111, RQ117, RQ116 in RQ113 (MH019209) (slika 28). Na dendrogramu je vzorec Pokalca 
AV najbližje izolatu RQ111. Z vsemi izolati poteče poravnava na 397 mestih. Zaporedje 
vzorca Pokalca AV se poravna med mestoma 329 in 725. Z izolatom RQ111 se razlikuje na 
8. mestih zaporedja. Zaporedji se  ujemata v 97,9 %. Z izolati RQ117, RQ116 in RQ113 se 
zaporedje vzorca Pokalca AV razlikuje na 11 mestih zaporedja. Z vsemi tremi izolati se ujema 
v 97,2 %. Izolata RQ111 in RQ113 sta bila odkrita na vzorcih sorte `Tintotera`, izolata RQ116 
in RQ117 pa na vzorcih sorte `Bobal`.  
 
Slika 28: Dendrogram vzorca Pokalca AV 
4.1.2.6 Volovnik AV4 
Nukleotidno zaporedje vzorca Volovnik AV se najbolj ujema s španskimi izolati. Gre za 
izolate RQ111, RQ117, RQ116 in RQ113 (slika 29). Z vsemi poteče poravnava zaporedij na 
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397 mestih. Zaporedje vzorca Volovnik AV4 se z vsemi izolati poravna med 329. in 725. 
mestom, najbolj pa se ujema z zaporedjem izolata RQ111. Z izolatom RQ111 se na 
poravnanem delu zaporedja razlikujeta na 7 mestih in zaporedji se ujemata v 98,2 %. Z 
ostalimi izolati se zaporedje vzorca Volovnik AV4 ujema v 97,5 %, do razlik pa pride na 10 
mestih. Izolata RQ111 in RQ113 sta bila odkrita na sorti `Tintotera`, izolata RQ116 in RQ117 
pa na sorti `Bobal`.  
 
Slika 29: Dendrogram vzocra Volovnik AV4 
4.1.2.7 Rebula 2TR 
Nukleotidno zaporedje vzorca Rebula2TR se najbolj ujema s španskim izolatom RQ125 (slika 
30). Izolat RQ125 je bil leta 2018 identificiran sorti `Tintotera`. Vzorec je bil odbran iz 
vinograda v okolici mesta Valencija (Utiel-Requena). 548 bp dolgo zaporedje izolata RQ125 
se z zaporedjem vzorca Rebula2TR poravna na 398 mestih. Zaporedje vzorca Rebula 2TR se 
poravna med mestoma 323 in 720. Na poravnanem delu zaporedja sta 2 razliki. Zaporedji se  
ujemata v 99,5 %.  
 
Slika 30: Dendrogram vzroca Rebula 2TR 
4.1.2.8 Rebula GPGV 
Nukleotidno zaporedje vzorca Rebula GPGV se najbolj ujema z italijanskim izolatom MOLA 
14 (slika 31). Izolat je bil leta 2014 identificiran na sorti `Supernova`. Vzorec za identifikacijo 
je bil odbran iz vinograda iz okolice mesta Bari. Izolat MOLA 14 z določenim zaporedjem 
dolgim 549 bp, se z zaporedjem vzorca Rebula GPGV poravna na prvih 399 mestih. Zaporedje 
vzorca Rebula GPGV se poravna med mestoma 324 in 722. Na poravnanem delu zaporedja se 
pojavijo 3 razlike. Zaporedji se ujemata v 99,2 %. 
 
Slika 31: Dedrogram vzorca Rebula GPGV 
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4.1.2.9 Vzorci sorte `Zeleni Sauvignon` 
Nukleotidna zaporedja vzorcev Zsauv_sim1, Zsauv_sim2 in Zsauv_sim3 se najbolj ujemajo z 
izolatom RQ125 (MH019213) (slika 32). Izolat RQ125 je bil leta 2018 identificiran na sorti 
`Tintotera`. Vzorec je bil odbran iz vinograda v okolici mesta Valencija (Utiel-Requena). 
Zaporedje vzorcev z bolezenskimi znaki sorte `Zeleni Sauvignon` se z zaporedjem izolata 
RQ125, ki je dolgo 548 bp, poravna na prvih 398 mestih in sta med njima dve razliki. 
Poravnava poteče pri zaporedju vzorcev sorte `Zeleni Sauvignon` med mestoma 325 in 722. 
Na dendrogramu se v bližini nahajate še izolata GPGV_FEM01 in G15as. Izolat 
GPGV_FEM1 (KU312039) je bil identificiran na dveh rastlinah, ki sta kazali značilne znake 
okužbe z virusom GPGV in so jih našli v vinogradih v regiji Trentino. Gre za trajnici bela 
lapnica (lat.: Silene latifolia subsp. alba (Mill.)) in bela metlika (lat.: Chenopodium album L.). 
Izolatu so določili zaporedje celotnega genoma (7259 bp).  
 
Slika 32: Dendrogram vzorcev sorte `Zeleni Sauvignon` z bolezenskimi znaki 
Celotno zaporedje vzorcev sorte `Zeleni Sauvignon` se poravna z zaporedjem izolata 
GPGV_FEM01 med mestoma 5921 in 6642. Na poravnanem delu zaporedja se pojavi 12 
razlik. Poravnani zaporedji se ujemata v 98,3 %. Izolat G15as (KP796557) je bil leta 2015 v 
Italiji identificiran na sorti `Glera`. Prvih 380 od skupno 489 bp zaporedja se poravna z 
zaporedjem vzorcev sorte `Zeleni Sauvignon`, ki se poravnajo med 343 in 722 mestom. Na 
poravnanem delu zaporedja se pojavi 5 razlik. Zaporedji se  ujemata v 98,7 %. 
Nukleotidna zaporedja vzorcev Zsauv_snes1, Zsauv_nes2 in Zsauv_nes3 se najbolj ujemajo z 
istimi izolati kot vzorcih sorte `Zeleni Sauvignon` z bolezenskimi znaki (slika 33) Zaporedje 
izolata RQ125 se z zaporedjem vzorcev brez bolezenskih znakov sorte `Zeleni Sauvignon` 
ujema na celotnem delu poravnanega zaporedja (100 %). Do poravnave pride na 398 mestih. 
Izolat GPGV_FEM01 se z 722 bp dolgim zaporedjem vzorcev sorte `Zeleni Sauvignon` 
poravna med 5921. in 6642. mestom. Na poravnanem delu zaporedja se pojavi 8 razlik. 
Zaporedji se  ujemata v 98,9 %. Izolat G15as, čigar zaporedje je dolgo 489 bp, se z zaporedjem 
vzorcev brez bolezenskih znakov sorte `Zeleni Sauvignon` poravna na prvih 380 mestih. 
Zaporedja naših vzorcev se poravnajo med 343. in 722. mestom. Na poravnanem delu 
zaporedja se pojavijo 3 razlike. Zaporedji se  ujemata v 99,2 %. 
 
Slika 33: Dendrogram vzorcev sorte `Zeleni Sauvignon` brez bolezenskih znakov 
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4.2 ANALIZA VZORCEV OKUŽENIH Z  VIROIDOM GYSVd-1 
Vzorce smo pomnožili z začetnim oligonukletidom 342P (5´- 
CAATCCCCGGAACCCCCGCT-3´) (Sahana in sod. 2013) in z modificiranim začetnim 
oligonukletidom 341M (Sahana in sod. 2013) preimenovanim v 341Lj_M (5´- 
CACTCGCGGGGCGCGTTGGT-3´). Modifikacija je bila narejen na osnovi zaporedja 
dobljenega s predhodno NGS analizo, s katero smo identificirali viroid v okuženih vzorcih. 
Izmed trinajstih vzorcev je prišlo do pomnoževanja pri devetih vzorcih (preglednica 10) (slika 
34). Pozitivnim zaporedjem so določili nukleotidno zaporedje po Sangerju in pri šestih vzorcih 
smo dobili pričakovano dolžino zaporedja (~370 bp) (priloga F), trem pa smo le delno določili 
zaporedje (priloga G). Dobljena zaporedja vzorcev Cipro AV1, Cipro AV2 in Cipro AV3 so 
bila identična.  
 
Slika 34: Fotografija agaroznega gela na katerem so nanešeni vzorci, ki so bili pomnoženi s kompletom začetnih 
oligonukleotidov 341P in 341Lj_M. Obarvanje potrjuje prisotnost viroida GYSVd-1. Vzorci si sledijo od leve 
proti desni: 1-Cipro AV1, 2- Cipro AV2, 3-Cipro AV3, 4- Rebula 2TR, 5- Rebula GPGV, 6-Pokalca AV, 7-
Rebula 2TR (nesvež rastlinski material inizločen iz nadaljnje analize), 8-Malvazija AV2, 9-Malvazija AV3, 10-
Malvazija AV4, 11-Poljšakica AV3, 12-Volovnik AV3, 13-Volovnik AV4, 14-Volovnik AV5 
Preglednica 10: Pregled vzorcev in prisotnost viroida GYSVd-1 pri posameznih vzorcih. Znak + označuje, kateri 
vzorci so se obarvali na agaroznem gelu pod UV svetlobo, znak – označuje vzorce, ki se na agaroznem gelu pod 
UV svetlobo niso obarvali. 
Vzorec začetna oligonukletida 
342P in 341Lj_M 
Cipro AV1 + 
Cipro AV2 + 
Cipro AV3 + 
Rebula 2TR + 
Rebula GPGV + 
Pokalca AV + 
Malvazija AV1 - 
Malvazija AV3 - 
Malvazija AV4 - 
Poljšakica AV + 
Volovnik AV3 - 
Volovnik AV4 + 
Volovnik AV5 + 
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4.2.1 Vzorci sorte `Cipro` in vzorec Pokalca AV 
Nukleotidna zaporedja Cipro AV1, Cipro AV2 in Cipro AV3 se najbolj ujemajo z izolatom 
X87919 (VI RNA) (slika 35). Izolat je bil leta 1996 identificiran v Nemčiji na vzorcih odbranih 
s sort `Kerner` in `Bacchus`. 367 bp dolgo zaporedje se po celotni dolžini ujema z dolžino 
zaporedja vseh treh vzorcev sorte ` Cipro`. Na dendrogramu v bližini najdemo še izolat SK503, 
ki je bil leta 2016 identificiran na belih sortah grozdja na Slovaškem. Njegovo 366 bp dolgo 
zaporedje se z zaporedjem vzorcev sorte `Cipro` poravna na 367 mestih, s tem, da se pojavi 
vrzel na enem mestu poravnave. Zaporedji se  ujemata v 99,7 % (slika 35). 
 
Slika 35: Dendrogram vzorca Cipro AV1, Cipro AV2, Cipro AV3 in Pokalca AV 
Nukleotidno zaporedje vzorca Pokaca AV se najbolj ujema z izolatom SK503 (KY039380).  
iz Slovaške (slika 35). Izolatu SK503, ki je bil identificiran na Slovaškem na belih sortah 
grozdja, so določili 366 bp dolgo zaporedje, kar je enako zaporedju vzorca Pokalca AV.  
Zaporedji se poravnata po celotni dolžini in med njima ni razlik. Ujemata se v 100 %. 
4.2.2 Volovnik AV5 
Najvišje sorodstveno ujemanje vzorca Volovnik AV opazimo z izolatom IX RNA (X87910), 
ki je bil leta 1996 v Nemčiji identificiran na sortah `Kerner` in `Bacchus`. 386 bp dolgo 
zaporedje nemškega izolata se v celoti poravna z enoko dolgim zaporedjem vzorca Volovnik 
AV. Zaporedji se  ujemata v 100 % (slika 36). na dendrogramu opazimo še izolat Ixb RNA, 
ki je bil prav tako identificiran v Nemčiji. Med zaporedjema sta dve razliki in se ujemata v 
99,46 %.  
 
Slika 36: Dendrogram vzoraa Volovnik AV 5 
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4.2.3 Rebula 2TR 
Najvišje sorodstveno ujemanje vzorca Rebula 2TR opazimo z izolatom clone 4s CZZ, 
katerega so leta 2016 identificirali na Kitajskem in mu določili 367 bp dolgo zaporedje. Z 
zaporedjem vzorca Rebula2TR se poravna na 363 mestih in med njima se pojavi ena razlika. 
Zaporedji se ujemata v 99,7 % (slika 37). Na dendrogramu je še drug kitajski izolat clone 2s 
CZZ, s katerim se poravnata na 362 mestih in je med njima ena razlika.  
 
Slika 37: Dendrogram vzorca Rebula 2TR 
4.2.4 Rebula GPGV, Volovnik AV4, Poljšakica AV 
Najvišje nukletidno ujemanje vzorca Rebula GPGV opazimo z izolatom TI_23, ki je bil 
identificiran na Češkem (slika 38). 271 bp dolgo zaporedje našega vzorca se na 271 mestih 
razlikuje od češkega izolata v dveh nukleotidnih bazah. Zaporedje izolata TI_232 je dolgo 367 
bp. Zaporedji se ujemata v 99,26%. 
 
Slika 38: Dendrogram vzorca Rebula GPGV 
Vzorec Volovnik AV 4 se z na 275 mestih poravna z nemškim izolatom IX RNA (slika 39), s 
katerim se razlikuje na enem mestu zaporedja. Na enem mestu naše zaporedje nima 
nukleotidne baze. Zaporedji se  ujemata v 99,6 %.  Z zaporedjem nemškega izolata IXb RNA 
se zaporedje vzorca Volovnik AV4 poravna na 275 mestih in med njima so tri razlike. 
Zaporedji se ujemata v 98,9 %.  
 
Slika 39: Dendrogram vzorca Volovnik AV5 
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Nukleotidno zaporedje vzorca Poljšakica AV1, ki je dolgo 229 bp, se na 228 mestih ujema z 
vzorcem TI_23, ki je bil leta 2016 identificiran na Češkem. Zaporedji se ujemata v 99,56 %. 
Določili so mu 367 bp dolgo nukleotidno zaporedje.  
  
43 
Beber A. Detekcija in karakterizacija virusa GPGV in viroida GYSVd-1 …  sortah …  trte (Vitis vinifera L.).  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2019  
 
 
 
5 RAZPRAVA 
Pri identifikaciji virusa GPGV smo le-tega pomnoževali z dvema paroma specifičnih začetnih 
oligonukleotidov. Z obema paroma smo dokazali okužbo z virusom GPGV pri enakem naboru 
vzorcev. Okužbo z virusom GPGV smo potrdili pri vseh vzorcih sorte `Cipro`, `Rebula`, 
`Pokalca` in `Poljšakica`. Na sortah `Malvazija` in `Volovnik` smo okužbo potrdili pri enem 
vzorcu od treh. Vsi vzorci sorte `Zeleni Sauvignon` so bili okuženi z virusom GPGV, razen 
treh vzorcev, ki so bili predhodno s testom ELISA potrjeno neokuženi z virusom. Z analizo 
primerjave zaporedij analiziranih izolatov smo ugotavljali s katerimi zaporedji izolatov, ki so 
dostopna v bazi podatkov, so si naši izolati najbolj podobni. Pričakovali smo, da se bodo naša 
zaporedja najbolj ujemala z nukleotidnimi zaporedji, ki so bila identificirana v Evropi.  
Pri uporabi para začetnih oligonukleotidov GPGV-Det-F1 in GPGV-Det-R1 smo pridobili 
zaporedja, ki so se najbolj ujemala z zaporedji izolatov identificiranimi na žlahtni vinski trti v 
Španiji in Italiji. Pri uporabi začetnih oligonukleotidov GPGV-Mer-F1 in GPGV-Mer-R1 pa 
sta se zaporedji vzorcev Cipro AV1 in Mavlazija AV1 najbolj ujemali z zaporedjem izolata 
GPGV-TN, ki je bil identificiran v ZDA na sorti `Touriga Nacional` (Rwahnih in sod., 2016). 
Nukleotidna zaporedja ostalih vzorcev so se najbolj ujemala z zaporedji, ki so bili 
identificirani v Italiji, Španiji in Sloveniji.   
Zanimalo nas je tudi ali je v primeru iste sorte (`Zeleni Sauvignon`) nukleotidno zaporedje 
virusa GPGV identično tako na trtah z bolezenskimi znaki kot na tistih brez bolezenskih 
znakov. Preverili smo tudi ali pri trtah sorte `Zeleni Sauvgnon`, ki na osnovi testa ELISA niso 
kazale okužbe z virusi, rezultat lahko potrdimo tudi z RT-PCR metodo.  
Ugotovili smo, da se virus pojavlja v latentni in patogeni obliki, saj smo okužbo vzorcev sorte 
`Zeleni Sauvignon` potrdili pri trtah z bolezenskimi znaki in pri tistih brez bolezenskih znakov.  
Zaporedja, ki smo jih določili vzorcem, smo primerjali med seboj in ugotovili, da se ob uporabi 
istega para začetnih oligonukleotidov zaporedja vzorcev z bolezenskimi znaki na nekaterih 
mestih razlikujejo od zaporedij vzorcev brez bolezenskih znakov. Pri trtah, ki na osnovi testa 
ELISA niso kazale znakov okužbe z virusi, nismo odkrili okužbe z virusom GPGV.  
Saldarelli in sodelavci (2015) so pri molekularni analizi večjega števila trt iz vinogradov v 
pokrajini Trentino ugotovili, da se virus GPGV pojavlja pri vzorcih odbranih s trt z 
bolezenskimi znaki in s trt brez znakov okužbe. Delež vzorcev trt brez bolezenskih zakov je 
bil 21 %. Tarquini in sodelavci (2019) so s pregledom večjega števila trt iz različnih 
vinogradov na severovzhodu Italije odkrili Virus GPGV pri devetih odbranih vzorcih, od tega 
so bili trije vzorci, ki so kazali znake okužbe, šest pa jih je bilo brez bolezenskih znakov. Dva 
izmed vzorcev sta bila odbrana s sorte `Zeleni Sauvignon`, eden s trte z bolezenskimi znaki, 
drugi pa s trte brez znakov okužbe. Nukleotidna zaporedja vseh devetih vzorcev so se 
razlikovala, spremembe pa so se dogajale po celotni dolžini nukleotidnega zaporedja. 
Pretvorba nukleotidnega zaporedja v aminokislinsko zaporedje je razkrila, da pride na odseku 
za gibalni protein (MP) do določenih modifikacij, ki bi lahko vplivale na replikacijo in 
premikanje virusa znotraj gostiteljske celice.  
Tudi v naši raziskavi smo s specifičnimi začetnimi oligonukleotidi pridobili določen del 
nukleotidna zaporedja za proteinski plašča in gibalni proteina (s parom GPGV-Det-F1 in 
GPGVDet-R1 smo pomnožili lokus za gibalni protein, s parom GPGV-Mer-F1 in GPGV-Mer-
R1 smo pomnožili lokus za proteinski plašč). Zaporedja nukleotidov bi lahko v nadaljnji 
analizi pretvorili v aminokislinsko zaporedje. Tako bi preverili ali pri posameznem odseku 
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predhodno prihaja do pojava stop kodona ali kakšnih drugih modifikacij in ali prihaja do 
sprememb pri tvorbi aminokislin pri vzorcih z bolezenskimi znaki in pri vzorcih brez 
bolezenskih znakov. 
Filogenetska raziskava je razkrila, da so si nukleotidna zaporedja vzorcev sorte `Zeleni 
Sauvignon`, ki so bila brez bolezenskih znakov in smo jih pridobili z uporabo para začetnih 
oligonukleotidov Mer-F1 in Mer-R1, podobna zaporedjem, ki so jih v Italiji izolirali iz rastlin 
bela lepnica (lat.: Silene latifolia subsp. Alba (Mill.)) in bela metlika lat.: Chenopodium album 
L.). Gre za trajnici, ki sta pogosto prisotni v vinogradih, njihovo zaporedje pa je bilo vnešeno 
v bazo podatkov po raziskavi, v kateri so ugotavljali okužbo virusa GPGV na omenjenih 
rastlinah, ker sta kazali jasne znake okužbe. Ali se je patogen prenesel s trta na trajnico ali 
obratno, ni znano (Gualandri in sod., 2016) 
Prvo poročilo o določitvi nukleotidnega zaporedja viroida GYSVd-1 na žlahtni vinski trti v 
Sloveniji so objavili Štajner in sod. (2019). V naši raziskavi smo okužbo žlahtne vinske trte z 
viroidom GYSVd-1 uspeli potrditi pri vseh sortah razen pri sorti `Malvazija`, kljub temu, da 
smo imeli za to sorto vzorce treh različnih trsov. Pri vseh ostalih sortah je bila okužba z 
viroidom GYSVd-1 prisotna. Vzorcem Rebula GPGV, Poljšakica AV in Volovnik AV4 nismo 
uspeli določiti nukleotidnega zaporedja celotne dolžine. Nukleotidna zaporedja, ki smo jih 
pridobili s začetnima oligonukleotidoma 342P in 341Lj_M, so v nekaterih primerih pokazala 
popolno ujemanje z že znanimi zaporedji iz baze podatkov (NCBI). Vzorci sorte `Pokalca` se 
popolnoma ujemajo s slovaškim izolatom KY039380 (Vozarova in sod., 2017), vzorec 
Volovnik AV5 pa z nemškim izolatom X87910 (Polivka in sod., 1996). Vzorci sorte `Cipro` 
se z nemškim izolatom X87919 (Polivka in sod., 1996) ujemajo v 99,7 %. Nukleotidno 
zaporedje vzorca Rebula 2TR se najbolj ujema z s kitajskim izolatom. Prisotnost viroida 
GYSVd-1 je bila v Sloveniji že potrjena.  
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6 SKLEPI 
V raziskavi smo želeli preveriti, kakšno je stanje okužbe z virusom GPGV in viroidom 
GYSVd-1 na različnih avtohtonih in udomačenih sortah vinske trte, ki so bile odbrane v 
Ampelografskem vrtu Krumperk.  
Prepoznava in identifikacija virusov in viroidov je ključnega pomena pri zaščiti rastlinskih 
vrst. Razvoj RT-PCR metode je omogočil hitrejšo in natančnejšo diagnostiko rastlinskih 
virusov in drugih patogenov (Jones in sod. 2017). Filogenetska analiza z orodjem BLASTn je 
omogočila primerjavo analiziranih vzorcev z že znanimi izolati iz baze podatkov (NCBI) in 
tako smo določili, na katerem mestu nukletidnega zaporedja prihaja do razlik ter prikazali 
sorodstvena razmerja med primerjanimi izolati.  
Virus GPGV je bil v Sloveniji identificiran na Primorskem. Sklepamo lahko, da je bil v 
Slovenijo prinešen iz sosednje Italije, kjer so virus odkrili. Najverjetneje je prišlo do prenosa 
z sadilnim materialom, možen pa je tudi prenos s prenašalcem tega virusa, to je trsna listna 
pršica šiškarica, saj smo odkrili okužbo pri večih sortah, ki že dalj časa rastejo na Primorskem. 
Prisotnost virusa v drugih vinorodnih deželah je potrjena, vendar sam virus zaenkrat tam 
vinogradnikom ne predstavlja večjih težav. Ker se klimatske razmere v slovenskih vinorodnih 
deželah precej razlikujejo, lahko sklepamo, da je klima na Primorskem najbolj optimalna za 
delovanje virusa GPGV. 
V prihodnje bi bilo smiselno nadaljevati s spremlajem bolezenskih znakov na vinski trti v vseh 
treh vinorodnih deželah. Pozornost bi morali v prihodosti posvetiti še pranašalcu virusa trsni 
listni pršici šiškarici, ki virus raznaša od trte do trte. Gualandri in sodelavci so leta 2017 
ugotovili, da virus okužuje tudi rastline, ki pogosto rastejo v vinogradih, s katerih bi lahko 
pršica zlahka prenesla virus na trte. 
Glede na ujemanje nukleotidnih zaporedji lahko sklepamo, da je virus v Evropi prisoten že 
dalj časa in da že dalj časa prihaja do mutacij nukleotidnega zaporedja virusa GPGV. Vemo, 
da prihaja do mutacij pod vplivom specifičnih okoljskih razmer v katerem okužena trta raste. 
Na vrsto mutacije vpliva najverjetneje tudi gostiteljska rastlina. Vzorca, ki sta se v naših 
analizah najbolj razlikovala od ostalih identificiranih vzorcev, sta Cipro AV1 in Malvazija 
AV1, oba pomnožena s parom začetnih oligoniukleotidov GPGV-Mer-F1 in GPGV-Mer-R1 
in sta bila glede na nukleotidno zaporedje najbližjevzorcem iz ZDA. Možno, da je prišlo do 
prenosa okuženega materiala v eno ali drugo smer. V novem okolju se je nato pod vplivom 
drugačnih rastnih razmer nukleotidno zaporedje delno virusa GPGV spremenilo. Lahko pa je 
šlo tudi za sočasne mutacije, ki so se razvile v podobno obliko.  
Pojavljanje virusa v latentni obliki, ko rastlina ne kaže znakov bolezni, lahko predstavlja 
dodatno skrb, saj je potrebna molekularna analiza, če želimo zagotoviti zdrav razmnoževalni 
in kasneje sadilni material.  
Pri brezvirusnih trsih sorte `Zeleni Sauvignon` nismo odrili okužbe z virusom GPGV, kar 
potrjuje učinkovitost ELISA testa in in ustreznost testa za zagotavljanje zdravega sadilnega in 
razmnoževalnega materiala. Zdrav in neokužen sadilni material je z dobrim in sprotnim 
nadzorom potrebno zagotoviti v razmnoževalnih centrih, kar je ključnega pomena pri širjenju 
virusnih okužb.  
Virodi GYSVd-1 je bil leta 2009 potrjen v Sloveniji v sklopu raziskave detekcije viroidov na 
sadnem drevju, vinski trti in hmelju. Natančna razširjenost viroida po Sloveniji ni znana, z 
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raziskavo pa smo ugotovili, da je pri večini naših testiranih vzorcev in sort viroid prisoten. V 
prihodnje bi bilo potrebno opraviti natančnejši pregled še v ostalih vinorodnih deželah in 
spremljati v katerem delu Slovenije se viroid GYSVd-1 najbolj pojavlja in povzroča največ 
škode. Višja temperatura zraka in suša ugodno delujeta na bolj intenzivne okužbe viroida, 
tako, da lahko podobno kot pri virusu GPGV, največ škode ponovno pričakujemo na 
Primorskem.  
Vsi vzorci vključeni v našo analizo, razen Rebula 2TR, so se najbolj ujemali z vzorci, ki so 
bili identificirani v Evropi. Izolat Rebula 2TR pa se je v nukleotidnem zaporedju najbolj 
ujemal s kitajskim vzorcem KX966265 . S kitajske so poročali o odkritju okužbe z viroidom 
GYSVd-1 na zelo starih trtah, po čemer lahko sklepamo, da je bil viroid od tam prinešen v 
Evropo in se je v Evropi kasneje tudi razširil.  
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7 POVZETEK 
V raziskavi smo preverili prisotnost viroida GYSVd-1 in virusa GPGV pri nekaterih 
avtohtonih in udomačenih slovenskih sortah žlahtne vinske trte. Vsi vzorci so bili odbrani iz 
Ampelografskega vrta Krumperk iz vinorodne dežele Primorska.  
Virus GPGV je predstavnik rodu Trichovirus in spada v družino Betaflexiviridae. Prenaša se 
z vegetativnim razmnoževanje, s semenom, prenaša ga tudi trsna pršica šiškarica Colomerus 
vitis (Pagenstecher). Znane so okužbe predvsem vinske trte, nekaterih sadnih rastlin in redkeje 
zelnatih rastlin. Odkrit je bil leta 2012 v Italiji, od takrat pa je bil identificiran na večih sortah, 
tako žlahtnih kot jedilnih, širom sveta. Rezultati nakazujejo na to, da se je virus v Evropi 
najbolj razširil po letu 2005. Virus povezujejo z boleznijo GLMD (ang.: Grapevine Leaf 
Mottling and Deformation). Kljub temu, da je bil virus odkrit šele leta 2012, so bolezenska 
znamenja te bolezni opisali že leta 2003 v Severni Italiji v pokrajini Trentino. V Sloveniji so 
o simtpomih poročali že leta 2001.  
Virus vinske trte sivi pinot (GPGV) povezujemo z boleznijo vinske trte, ki jo v Sloveniji 
imenujemo kržljavost vinske trte in lahko pri občutljivih sortah, kot so `Sivi pinot`, 
`Sauvignonasse` oz. 'Zeleni sauvignon' (prej 'Furlanski tokaj') in `Traminec`, znatno vpliva na 
količino in kakovost pridelka. Pri sortah` Sivi pinot` in `Traminec` je tako pridelek lahko do 
60 % manjši, predvsem na račun manjše velikosti in mase grozdov. 
Bolezenska znamenja se med sortami vinske trte močno razlikujejo. Na občutljivih sortah 
`Sivi pinot`, `Sauvignonase` oz. 'Zeleni sauvignon' (prej `Furlanski Tokaj`) in `Traminec` se 
tipična bolezenska znamenja pojavijo takoj po odganjanju. Sorta `Traminec` je še posebej 
občutljiva, znaki okužbe so bolj poudarjeni, pridelek je občutno manjši (Giampetruzzi in sod., 
2012). Viroid GYSVd-1 (Grapevine yellow speckle viroid) je bil leta 1988 odkrit v Avstraliji, 
kar so dokončno potrdili naslednje leto. Kratka RNK molekula je bila izolirana iz sorte 
`Cabernet franc`. GYSVd-1 je poleg GYSVd-2 edini viroid, ki povzroči bolezensko stanje na 
vinski trti, s tem, da je GYSVd-1 prisoten v večjem merilu. Genom viroida je sestavljen iz 
večih regij, ki imajo različne funkcije pri delovanju viroida. GYSVd-1 vsebuje regijo CCR 
(Central conserved region), katera je značilna za rod Apscaviroid. Bolezen (ang.: yellow 
speckle disease), ki jo ta viroid povzroča, prepoznamo po značilnih rumenih madežih, ki so 
porazdeljeni po listih vinske trte. Bolezenska znamenja so očitnejša ob koncu jeseni in se 
močneje izrazijo v vročih mesecih. 
Analizo prisotnosti virusa GPGV in viroida GYSVd-1 na odbranih avtohtonih in udomačenih 
slovenskih sortah žlahtne vinske trte smo izvajali z metodo RT-PCR. Začetni oligonukleotidi 
so bili narejeni na osnovi nukleotidnih zaporedij virusa in viroida, ki smo jih predhodno 
določili z NGS metodo. Vzorcem, pri katerih smo dobili pozitivni rezultat z RT-PCR metodo 
smo z metodo sekvenciranja po Sangerju določili nukleotidno zaporedje.  Dobljene podatke 
smo uredili s programom CodonCode Aligner, ter rezultate primerjali z že znanimi zaporedji 
virusov in viroidov iz baze podatkov (NCBI). Primerjavo zaporedij smo opravili z orodjem 
BLASTn, ki prav tako omogoča izris filogenetskega drevesa. Tako smo ugotovili, s katerimi 
izolati se naši vzorci najbolj ujemajo oziroma so si sorodstveno najbližji inv kolikšni meri se 
zaporedja, ki smo jih določili našim vzorcem, razlikujejo od zaporedij že znanih izolatov. 
Izolati, ki so z našimi vzorci delili največji delež nukleotidnega zaporedja, so bili v večini 
primerov identificirani v Evropi (Italija in Španija), tako v primeru virusa kot tudi viroida. 
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Nukleotidna zaporedja vzorcev Cipro AV1 in Malvazija AV1 so se najbolj ujemala z izolatom, 
ki je bil identificiran na vinski trti v ZDA, vzorec Rebula 2TR pa se je najbolj ujemal z 
izolatom, ki je bil identificiran na vinski trti na Kitajskem. 
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PRILOGA A 
Pregled prisotnosti virusa GPGV v državah in pri sortah pri kateri je bil identificiran (Saldarelli in sod., 2017) 
Država (Regija) Sorta Vir 
Italija (Trentino, Južna 
Tirolska) 
´Beli pinot´, ´Modri pinot´, ´Traminec´ Giampetruzzi in sod. (2012) 
Italija (Friui Venezia Giulia) ´Sivi pinot´,´Traminec´,´Friulano 
(Tokaj)´, ´Glera´ 
Bianchi in sod. (2015) 
Italija (Emilia Romagna) ´Chardonnay´  
Italija (Veneto) ´Glera´ Riaola in sod. (2013) in Bertazzon 
in sod. (2016) 
Italija (Lombardija) ´Chardonnay´, ´Modri pinot´ Casati in sod. (2014) 
Italija (Apulia) ´Supernova´, ´Black Magic´ Morelli in sod. (2014) 
Južna Koreja ´Tamnara (V. Vinifera x V. labrusca)´ Cho in sod. (2013) 
Slovenija ´Sivi pinot´, ´Sauvignonasse´ Mavrič-Pleško in sod. (2014) 
Slovaška ´Veltliner´, ´Dornfelder´, ´Muller 
Thurgau´, ´Welschriesling´, ´Andre´, 
´Alibernet´ 
Glasa in sod. (2014) 
Češka (Južna Moravija) ´Laurot (hibrid)´ Glasa in sod. (2014) 
Češka (Južna Moravija) ´Kodrjanka´, ´Pamjati´, ´Negrula´, 
´Muller Thurgau´, ´Chardonnay´ 
Eichmeier in sod. (2016) 
Francija  ´Merlot´, ´Carignan´ Beuve in sod. (2015) 
Grčija Neznano V. Maglioka, zasebna informacija 
Švica ´Chasellas´ Reynard in sod. (2015) 
Kitajska ´Red Globe´, ´Merlot´, ´Muscat 
Hamburg´, ´Cabernet Franc´, ´Moldova´, 
´Beta (podlaga)´  
Fan in sod. (2015) 
ZDA ´Touriga Nacional´ Al Rwahnih in sod. (2016) 
ZDA ´Cabernet Franc´, ´Cabernet Sauvignon´, 
´Chardonnay´ 
Angelini in sod (2016) 
Kanada ´Cabernet Franc´, ´Riesling´ Xiao in sod. (2016) 
Turčija ´Modri pinot´, ´Chardonnay´, ´Muscat 
Hamburg´, dve lokalni sorti  
Gazel in sod. (2016) 
Gruzija Lokalne sorte Casati in sod. (2016) 
Urugvaj ´Tannat´ Jo in sod. (2015) 
Kanada ´Sivi pinot´ Poorjari in sod. (2016) 
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PRILOGA B:  
Poravnava zaporedij vzorcev pomnoženih z začetnimi oligonukleotidi Det-F1 in Det-R1. 
 
 
 
 
Beber A. Detekcija in karakterizacija virusa GPGV in viroida GYSVd-1 …  sortah …  trte (Vitis vinifera L.).  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2019 
 
 
  
Beber A. Detekcija in karakterizacija virusa GPGV in viroida GYSVd-1 …  sortah …  trte (Vitis vinifera L.).  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2019 
 
 
PRILOGA C:  
Dendrogram vzorcev pomnoženih z začetnimi oligonukletidi Det-F1 in Det-R1 
 
PRILOGA D:  
Dendrogram vzorcev pomnoženih z začetnimi oligonukletidi Mer-F1 in Mer-R1 
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PRILOGA E:  
Poravnava zaporedij vzorcev Zsauv_nes in Zsauv_sim s parom začetnih oligonukletidov 
Det-F1 in Det-R1. Zaporedja vzorcev trsov z bolezenskimi znaki so identična, zato smo pri 
poravnavi uporabili le eno zaporedje. Enako velja za vzorce trsov brez  bolezenskih 
znakov. 
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PRILOGA F:  
Poravnava zaporedij vzorcev pomnoženih z začetnimi oligonukleotidi Mer-F1 in Mer-R1. 
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PRILOGA G:  
Poravnava zaporedij vzorcev Zsauv_sim in Zsauv_nes s parom začetnih oligonukletidov 
Mer-F1 in Mer-R1. Zaporedja vzorcev trsov z bolezenskimi znakov so identična, zato smo 
pri poravnavi uporabili le eno zaporedje. Enako velja za vzorce trsov brez bolezenskih 
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PRILOGA H:  
Poravnava zaporedij vzorcev, ki smo jih pomnožili s parom začetnih oligonukleotidov 
342P in 341Lj_M. V poravnavo so vključeni le tisti vzorci, katerim smo uspeli določiti 
celotno zaporedje. Trije vzorci sorte `Cipro` so združeni v eno, zaradi identičnosti 
zaporedij 
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PRILOGA I:  
Poravnava zaporedij vzorcev, ki smo jih pomnožili s parom začetnih oligonukleotidov 
342P in 341Lj_M. V poravnavo so vključeni vsi vzorci, pri katerih smo potrdili prisotnost 
viroida GYSVd-1. Zaporedja so usklajena glede na najkrajše določeno zaporedje Volovnik 
AV4 (230 bp) 
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PRILOGA J: 
Dendrogram vzorcev pomnoženih z začetnimi oligonukleotidi 342P in 341Lj_M, katerim 
smo uspeli določiti celotno zaporedje genoma 
 
 
PRILOGA K: 
Dendrogram vzorcev pomnoženih z začetnimi oligonukleotidi 342P in 341Lj_M 
 
